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Beitrage zur Kenntnis des Phosphorstoffwechsels. 
Von 
Dr. Ludwig F. Meyer. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Kgl. pathologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. August 1904.) 


Obwohl in neuerer Zeit die Lehre vom Phosphorstoff- 
wechsel vielfach bearbeitet worden ist, sind wir auch heute 
noch auferstande, die Gesetze, nach denen sich der Phosphor- 
umsatz im Organismus vollzieht, klar zu formulieren. Selbst 
die einfachsten Fragestellungen auf diesem Gebiete bediirfen 
fernerer Arbeit. | 

Wenn ROhmann!) und seine Schiller (Markuse, Stei- 
nitz, Leipziger, Zadik etc.) annahmen, daf der Organismus 
nicht die Fiihigkeit besitzt, «die fiir das Leben der Zelle erfor- 
derlichen phosphorhaltigen organischen Verbindungen aus phos- 
phorfreien Eiweiikorpern und Phosphaten synthetisch zu bilden >», 
so konnte Keller?) andererseits bei Darreichung von Phosphaten 
(allerdings bei einer Kost, die ganz geringe Menge organischen 
Phosphors enthielt) einen Phosphoransatz erzielen. 

Wie Keller halt auch neuerdings Ehrstrom?) die Rolle, 
die der anorganische Phosphor bei dem Stoffwechsel spielt, 
trotz der zahlreichen Untersuchungen der ROhmannschen 
Schule fiir keinesweg klar gestellt: die Wichtigkeit der Frage 
erheischt wohl erneute Bearbeitung. 

Die Frage, inwieweit sehr phosphorarme Eiweibver- 
bindungen, ohne Darreichung von Phosphaten, geeignet sind, 
als Nahrungsmittel den Korper auf seinem Bestand zu erhalten, 
finde ich in der Literatur iiberhaupt noch nicht ausfiihrlich be- 





1) R6bhmann, Berliner klinische Wochenschrift 1898. 
2) Archiv fiir Kinderheilkunde 1900. 
‘) Ehrstrém, Skandinavisches Archiv fiir Physiologie, Bd. 14. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. 1 
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handelt. Zwar haben mehrere Autoren (biichmann,!) Ehr- 
strOm?)-Siven®)) darauf hingewiesen, dal die Relation zwischen 
N- und P,O.-Ausscheidung im Urin (nach Hammarsten wie 
8.1: 1.0), wie man sie vielfach angenommen hat, nicht existiert, 
dal} vielmehr N- und P-Umsitz von einander unabhangig sein 
konnen, und z. B. N-Verlust ber P-Ansatz wohl vorkommen kann. 

Auf Veranlassung des Herrn Geheimrat Salkowski habe 
ich in folvendem Untersuchungen dariiber angestellt, ob das 
phosphorarme Eiweib ebenso imstande ist, den Eiweib- 
umsatz im Organismus zu decken und eventuell Eiweif 
zum Ansatz zu bringen, als phosphorreiches. Dabei priifte 
ich vleichzeitig die Angaben von Ehrstrém und Cronheim 
und Miller,!) dab vermehrte Phosphorzufuhr vermehrte 
Phosphorretention zur Folge habe, nach. 

Die Versuchsanordnung war folgende: Zwei Hunde 
wurden mit 250 ¢ magerem Rindfleisch und 50 ¢ Fett ungefiihr 
auf Stickstoffgleichgewicht gebracht. Die Nahrung wurde in 
einer Portion morgens gereicht. Das Fleisch wurde jedesmal 
fiir eine’ ganze Periode eingekauft und in einzelnen Portionen 
abgewogen auf Eis aufbewahrt. Von jeder Periode wurden im 
Fleisch N- und P,O.-Bestimmungen angestellt. 

Der Harn der Tiere wurde téglich mittels Katheters aus 
der Blase entleert. Der eine Hund (Tabelle [) lieS Ofters Urin 
in den Wiifig, der dann sorgfiiltig gespiilt wurde, der zweite 
hielt den Urin bis zur Entleerung durch den Katheter. Die 
Abgrenzung des Kots) geschah mittels gegliihten Kieselgurs 
nach Cremer, der sich, wie ich schon friiher beschrieb,*) als 
sehr gut brauchbar erwies. Die phosphorarme Nahrung bestand 
in kiereiweib und einem Fleischmehl, das mir Herr Geheimrat 
Salkowski freundlichst zur Verfiigung stellte. Die Kier wurden 
vorher in den Schalen gesotten, das koagulierte Elereiweif sorg- 

Biichmann, Zeitschrift fiir diaitetische und physikalische The- 


rapie, Bd. &. 
” ) 


ah Tk ane 


cit. nach Ehrstrom, 
*; Cronheim und Miller, Zeitschrift fiir diat. u. phys. Therapie 
1902, Bd. 6. 


5) Diese Zeitschrift, 1904, Heft 5 und 6. 
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faltig vom Eidotter getrennt, zerkleinert und auf N und P,O, 
analysiert. — Mit Fett angebraten nahmen beide Hunde diese 
Nahrung an. 

Das Fleischpulver, aus ausgekochtem Fleisch hergestellt, 
enthielt nur noch wenig stickstoffhaltige Extraktivstoffe: nach 
1/ostiindigem Kochen gingen aus 100 ¢ des Pulvers 0.1008 g 
stickstoffhaltige Substanz in LoOsung. Der Stickstoffgehalt des 
Fleischmehls betrug in der tiglichen Zufuhr von 59 g — 8,0 g, 
der Phosphorsiiuregehalt 0,271 g. 

Die Stickstoffanalysen geschahen nach der Methode von 
Kjeldahl; der Phosphor im Harn wurde so bestimmt, dab der 
Harn mit dem gleichen Volumen Salpeterséiure versetzt und zur 
Zerstorung der organischen Substanz eingedampft wurde, dann 
wurde mit Molybdanlosung gefallt und die Analyse nach der in 
dem Salkowskischen Lehrbuche Seite 270 beschriebenen Me- 
thode (als Magnesiumphosphat gewogen) zu Ende gefiihrt. Im 
Kot und der Nahrung geschah die Bestimmung des Phosphors 
nach der Veraschung mit Salpetermischung nach derselben Me- 
thode. Die Titration des Phosphors im Harn nach der gewoOhnlichen 
Titriermethode mit Uranacetat hatte mehrmals, mit der gewichts- 
analylischen Methode verglichen, zu geringe Werte ergeben, uber 
die Bestimmung nach Neumann hatte ich zu wenig Erfahrung, 
doch scheint sie nach den Untersuchungen von Biichmann!) 
und neueren eigenen Beobachtungen auch recht brauchbar zu 
sein. Ebenso fand sie KE. Salkowski?) sehr brauchbar. 

Die Reihenfolge der Versuche war folgende: der eine 
Hund von 10650 ¢@ Gewicht (Tabelle 1) bekam, nachdem er 
eine Réihe von Tagen ungefaéhr im Stickstoffgleichgewicht ge- 
blieben war, 5 Tage lang Eiereiweif dargereicht und zwar 
mit einem Stickstoflgehalt, der dem des Fleisches gleich war, 
und 50g Fett, dann wurde in einer Nachperiode von 5 Tagen 
wiederum 250 ¢ Fleisch und 50 g Fett gegeben. 

Der zweite Hund von 9350 g Gewicht (Tabelle Il) befand 
sich ebenfalls eine lange Reihe von Tagen, von denen nur die 
letzten notiert sind, bei einer Nahrung von 250 ¢ Fleisch und 

‘he. 


2) Diese Zeitschrift. Bd. XLII, S. 213. 
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50 ¢ Fett in anniitherndem Stickstoffgleichgewicht, dann wurden 
ihm 59 ¢ Fleischpulver taglich gegeben und zwar 5 Tage lang. 
Damit das Fleischpulver beziiglich seines Nihrwerts dem vorher- 
gereichten Fleisch véllig gleich kam, mubte von dem N-Gehalt 
des Fleisches der Stickstoffwert, der auf die Extraktivstoffe des 
Fleisches zu beziehen ist, teilweise abgerechnet werden. Nach 
Rubner!) und Pfliiger?) kommen von dem Stickstoffgehalt des 
Fleisches 15°/o auf die Extraktivstoffe, die von dem Korper nicht 
nutzbar gemacht werden kénnen, nach Salkowski 12,52°/0,3) 
nach Frenzel-Schreuer*) nur 9°/o. Nach den beiden letzt- 
genannten Autoren kénnen von den 9°/o noch ?/s der Extrak- 
tivstoffe vom Korper ausgenutzt werden. 


Tabelle IL. 























Gewicht N | N | N P,O, | P,0, P.O, 
Datum des ; ; 
iil (Nahrung) (Harn) (Faeces) |(Nahrung) (Harn) (Faeces) 

11. Il. | 10650 8.6 8,06 | _ ai 
12. IL. 8.6 8,01 | an - 
13. Il. 10700 | 8&6 8.01 | _ 

|» 0.25 
14. IL. — 8.6 79D | — ae 
15. Il. LO800 8.6 7.85 | — i 
16. Il. = 8.6 7,95 ae _ 
17. Il. 10820 8.6 6.94 0345 | 0.1126 
18. IL. LORO00 8.6 7.78 0.345 0.1208 
19. IL. LO7TSO 8.6 6.5 0.436 0.345 | 01126 70,0795 
20, I. | 10720 | 8&6 7.48 0,345 | 0,1167 
21. Il. 10750 8.6 8.01 | 0,345 0.09 
22. II. — 8.63 8.06 | 0.92 0,094 | 
23. 11.| 10700 | 863 | 8,62 | 0,92 0,929 | 
24. IL. , 8.63 | 7,67 |’ 0,372 0.92 (0,82 | $0,104 
25. IL. 10750 8,63 | 7,56 | 0,92 | 0,798 | 
6.1.) — 863 7.72 | 0.92 | 0,899 | 

| | | 


1) Zeitschrift fiir Biologie, Bd. 21, S. 40. 

2) Pfligers Archiv, Bd. 79. 

8) Zentralblatt fiir die mediz. Wissenschaften, 1894. 
*) Engelmanns Archiv, 1900. 
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Ich konnte aus diuBeren Griinden diese widersprechenden 
Angaben nicht nachpriifen und nahm, mehr der alten Anschau- 
ung folgend, 10°/o Extraktivstickstoff an. — Da aber in dem 
Fleischmehl noch geringe Mengen Extraktivstoffe enthalten waren, 
durfte ich nicht ganz 10°/o von dem N-Gehalt des Pulvers in 
Abzug bringen. Ich gab, da es mir nur darauf ankam, den Stick- 
stoffgehalt des Fleischmehlfutters annihernd dem des Fleisches 
ohne Extraktivstoffe gleich zu machen, tiiglich 59 ¢ Fleisch- 
pulver, die 8,0 g N enthielten. (Ca. 8°/o sind also fiir die Ex- 
traktivstoffe in Abzug gebracht.) 


Tabelle IL. 


























ieiici — | - " . P.O5 | BaOs | P00 
| iii (Nahrung) (Harn) (Faeces) (Nahrung) | (Harn) (Faeces) 
| | | | | 
11.VIl.| 9350 | 87 | 7,73 096 | 0484 | 
12.vn; — | 37 | 773I/. 0,96  |0,688 
i3.vi.! 9300 | 87 | 76 (f°? | 096 Joser [f° 
14. VII. _ | 8,7 | 7,78 | 0,96 0,722 
15.VIL| 9500 | 80 | 784 | 0,271 | 0,573 | 
16.VIL) 9500 | 80 | 665 | 0271 | 0,259 | 
17.VI.} 9450 | 80 | 6,72 | | 0,54 0,271 | 027 |) 0,099 
18. VII; 9500 | 80 6,33 0,271 | 0,256 | 
19.VII.| 9500 | [8,0 61") ? O41) | 
20.VIL| 9450 | 86 7,89 1,05 | 0,768 | 
21.VIl; 9450 | 86 | 75 {$0,118 1,05 | 0,819 |} 0,090 
29 vil 9450 | 86 | 7.78 105 | 0,749 | 
23.VIl 9500 | 7,8 | 717 0,303 | 0.5568 
24. VIL) 9450 78 | 658 0,303 021 | 
| | 0.84 | 0,099 
25.VIl.| 9400 | 7,8 6,58 0,303 | 0,242 | 
26. VII.) 9350 | 78 5,6 0,303 | 0,256 | 
27. VII; 9400 88 | 7,981), 105 0,754 |) - 
28. VII.) 9400 8.8 jie Ne 105 O64 |f 











') An diesem Tage nahm der Hund das Eiereiweifs nicht, es wurde 
zur Halfte Fleisch gegeben. 
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Von dem Eiereiweifi gab ich in der Tabelle I eine Quan- 
titat, die den gleichen Stickstoffgehalt hatte, wie 250 g Fleisch; 
in der Tabelle Il brachte ich auch hier den auf die Extraktiv- 
stoffe entfallenden Stickstoff in Abrechnung und verfiitterte also 
eine 7.8 ¢ N enthaltende Menge Eiereiweib. 


Der Stickstoffumsatz. 


Aus den angefiihrten Tabellen ist die tiigliche N-Zufuhr 
und N-Ausscheidung durch Harn und Kot ohne weiteres er- 
sichtlich. 

Die Mittelzahlen in den einzelnen Perioden sind in den 
folgenden Tabellen zusammengestellt. 


Tabelle ITI. 





























— N N ! N | N N 
aer | | 3 
Periode (Nahrung) (Harn) (Faeces) (Resorption (Bilanz) 
In “5 
| | | | 
Vorperiode (Fleisch) ./6 Tage; 8,6 | 4 966 | 0,251) 97,2 |-+ 0,383 
| | | | i 
| | | | : 
Hauptperiode(Kiweif). /5 » | 86 | 7.342 | 0,436) 94,3 \+- 0,822 
| | | | 
Nachperiode (Fleisch) . \5 | 8,6 | 7,93 | 0372| 95,7 |+ 0,298 
| | | | 
| | | | 
Tabelle IV. 
_ N N N N N 
aer ° 
Periode (Nahrung) (Harn) (Faeces) (Resorption | (Bilanz) 
| in 0/5) 
Fleischperiode . . . .|4 Tage = &,7 7.81 | 0137) 9843 + 0,753 
Fleischmehlperiode. . 5 » 8.0 6,88 0.54 | 93,25 (+ 0,58 
Fleischperiode . . . . (3 8.6 7.71 O13 98,7 +- 0,776 
Eiereiweifiperiode . . 4 » 7,8 6.48 | 0,84 89,2 +. 0,48 
j H 
Fleischperiode ited ke RS 7.88 | 0.24 97.3 4 0.68 


Die Stickstoffresorption war bei Fleischnahrung = stets 
besser als bei der Erniaihrung mit Fleischmehl oder EiereiweiB. 
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Wihrend bei der Fleischdarreichung im Mittel 97,5°/o des 
Stickstoffs der Nahrung resorbiert wurden, war die Resorption 
bei der Fleischpulverernihrung gleich 93,25 °/o, die bei der Eier- 
eiweibernihrung in Tabelle | 94,3°/o und die bei der Eiereiweib- 
ernihrung in Tabelle Il nur 89,2°/o. Bei dieser letzten Eier- 
elweifperiode multe das Eiereiweif in den beiden letzten 
Tagen der Periode stark mit dem Fett angebraten gegeben 
werden, da der Hund es anders nicht zu sich nehmen wollte. 
Wiihrend die Faeces nach den 3 ersten Tagen durehaus nor- 
males Aussehen hatten, enthielt der Kot am Schlub dieser 
Periode unverdaute Nahrungsreste, die schon makroskopisch 
deutlich sichtbar waren. Der hohe Stickstoffwert in den Faeces 
dieser Periode riihrt also hauptsichlich von der schlechten 
Resorption am letzten und vielleicht vorletzten Tage dieser 
Periode her: so ist auch der niedrige N-Gehalt des Urins am 
26. Vil. von 5.6 ¢ zu erkliiren. 

Bei einem Stickstoffgehalt der Nahrung von &,6 g war in 
der Tabelle I bei der Fleischfiitterung eine positive Stickstoff- 
bilanz von 0,388 g (tagliches Mittel) vorhanden, sie erhodhte 
sich bei der Eiereiweiffiitterung auf 0,822 (was wohl davon 
herriihrte, daf ich im Eiereiweif denselben N-Wert darreichte, 
den das Fleisch inklusive dem Extraktivstickstoff hat); bei der 
folgenden Fleischfiitterung bestand wieder eine positive N-Bilanz 
von 0,8 g. 

In allen drei Perioden bestand also in der N-Bilanz ein 
geringer N-Uberschub. 

Es handelt sich dabei jedoch um derart kleine Zahlen, 
dafi man wohl behaupten kann, daf stets anniherndes Stick- 
stoffgleichgewicht vorhanden war. 

Bei dem zweiten Versuchstiere betrug der N-Uberschufs bei 
der Fleischdarreichung im Mittel 0,736 g, bei der Fleischpulver- 
fiitterung 0,58 g und bei der Eiereiweibernihrung 0,48 g. 

Also auch bei diesem Versuche hatte die phosphorarme 
Nahrung und zwar sowohl das Fleischpulver als auch das Eier- 
eiweih den Eiweifbbedarf des tierischen Organismus in ebenso 
vollkommener Weise gedeckt, als die reichlich phosphor- 
enthaltende Nahrung. Ein Eiweifansatz hatte selbst da 


eT ee a, a Ce ey er Cee, Q 
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stattgefunden, wo die Phosphorbilanz negativ war (Tabelle II, 
Pulver- und Fiereiweiffiitterung); eine bestimmte Relation 
zwischen Stickstoff und Phosphorausscheidung war sicher nicht 
vorhanden. 
Der Phosphorsdiureumsatz. 

Die tiagliche Phosphorsiureausscheidung durch Harn und 
Kot ist aus den Tabellen [ und II zu ersehen. 

Die mittlere Ausscheidung pro Tag wiithrend der einzelnen 
Perioden ist in den folgenden Tabellen V und VI verzeichnet. 

Bei der Berechnung dieser Mittelzahlen ist der erste Tag 
einer neuen Periode nicht mit in Berechnung gezogen, wenn 
sich die Phosphorausscheidung noch nicht der neuen Nahrung 
entsprechend eingestellt hatte, cf. Tabelle If am 15. VII. und 
23. VII. 

Tabelle V. 











| | i : 
| Dauer | p | | 
Periode (Nahrung); (Harn) \(Faeces) (in den | (Bilanz) 


| Faeces) 





Vorperiode (Fleisch) ') 6 Tage} — — ~~ — joo 


Hauptperiode (Eiweif) |5 > 0.345 | 0,110 | 0,08 23,04 + 0.154 
Nachperiode (Fleisch) |5 » | 0,922 | 0,7083) 0,104 11,28 + 0.1103 
| | | 
Tabelle VI. 




















ro | | | | 
| Manet PO, | OQ, | PO, |e PO, | PM, 


} der | | , | 
(Nahrung)) (Harn) (Faeces)) (2 den | (Bilanz) 


| Periode : 
| | Faeces) 





| | 
| | 
| 
| 


Fleischperiode . 4 Tage O96 | 0,62 | 0,154 | 16,0 |+ 0,186 
| | 

Fleischpulverperiode is +s 0.271 0.262 0.099 | 33,2 i— 0.09 

Fleischperiode. . . . 3 » | 1,05 | 0,78 | 0,090 | 8,6 i+ 0,174 


| 


EKiereiweifiperiode .. 4 » 0,303 | 0,236 0,099 | 33,4 - 0,032 


} | 
104 | 080 0,16 15,7 |+ 0,08 


Io 
co 


Fleischperiode . 
} 
| ; 


') Phosphorumsatz nicht bestimmt. 
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Die Phosphorresorption war demnach bei Fleischnahrung 
relativ besser, als bei der Ernahrung mit den phosphorfreien 
Nahrungsmitteln, d. h. es wurde in der Fleischperiode ein ge- 
ringerer prozentischer Anteil des Phosphors der Nahrung unver- 
aindert ausgeschieden als bei der Erniithrung mit Fleischpulver 
und Eiweib. Als ungefiihre Normalzahl fiir die Phosphorresorption 
beim Menschen hat EhrstrOm 30°/o angegeben. Doch macht er 
darauf aufmerksam, dali ziemlich betrachtliche Schwankungen 
um 30°/o nach oben und unten vorkommen und nicht als 
pathologisch betrachtet werden dirfen. 

Beim Tiere scheint die Zahl 30 als Durchschnittszahl zu 
hoch zu sein. In den Versuchen von Markuse, Steinitz, 
Leipziger und Zadik schwankt die Prozentzahl fiir den Phos- 
phorgehalt der Faeces zwischen 10 und 20°/o von dem der 
Nahrung. 

Die Prozentzahlen des in den Faeces vorhandenen Phos- 
phors sind in meinen Versuchen bei der Ernéhrung mit Fleisch 
12,82°/) des Nahrungsphosphors, bei der Ernahrung mit EiereiweiB 
23,04 im ersten und 33,7°/o im zweiten Versuche. In der ersten 
Eiereiweiiperiode ist also die Resorption eine gute, in der zweiten 
entsprechend der Stickstoffresorption eine schlechtere. Bei der 
Fiitterung mit Fleischpulver ist ebenfalls ein ziemlich hoher 
Phosphorgehalt in den Faeces vorhanden und zwar 33,2°/o des 
Phosphors der Nahrung; auch hier ist die Stickstoffresorption 
schlechter als in der Fleischperiode. Dabei ist jedoch zu bemer- 
ken, dai bei dem geringen Phosphorgehalt der Faeces die natiir- 
lichen Fehlerquellen eine nicht zu unterschitzende Rolle spielen 
kénnen. Denn auber dem Phosphor, der aus der unresorbierten 
Nahrung stammt, ist in den Faeces auch Phosphor enthalten, 
der im Darmsekret und als Exkret durch die Darmwand ab- 
gesondert wird, namentlich Nucleoalbumin. Die Zahlen sind 
also alle zu hoch angegeben. 

Die Phosphorbilanz ist im ersten Versuche dieselbe bei 
der Darreichung von phosphorarmer, wie phosphorreicher Nahr- 
ung. Die Erhdhung des Phosphors in der Nahrung bedingt hier 
nicht eine erhdhte Rentention. Der Hund vermag bei der 
auBerordentlich geringen Phosphorzufuhr von 0,345 g noch 











10 L. F. Meyer, Zur Kenntnis des Phosphorstoffwechsels. 


Phosphor zu _ retinieren, hat demnach einen sehr geringen 
« Phosphorhunger 

Anders gestaltete sich die Phosphorbilanz bei dem zweiten 
Hunde. Bei dem geringsten Phosphorgehalt der Nahrung (Fleisch- 
pulver), bei 0,271 P.O. ist dié Bilanz negativ und zwar gleich 
—0,09 g, bei der Zufuhr von 0,303 g (Kiereiweil) ist der 
P.O.-Verlust nur noch — 0,082 g, und bei der Gegenwart von 
0,96 g P.O, (Fleisch) in der Nahrung ist eine Retention von 
0,186 ¢g P.O. zu verzeichnen. Ebenso ist bei der Fleischfiitterung 
in der Hl. Periode eine Phosphorretention von 0,174 g erzielt. 
Die Fleischfiitterung in der V. Periode zeigt nur eine Retention 
von 9,08 ¢ P,O,: die Periode ist jedoch zu kurz, um daraus 
Schliisse zu ziehen. 

Die Erhohung des Phosphors in der Nahrung hatte also 
einen erhohten Phosphoransatz zur Folge. — Die Resul- 
tate dieses zweiten Versuches sprechen fiir die Richtigkeit der 
Annahme EhrstrOms und Cronheims und Millers.) dab 
«der Organismus die Fihigkeit besitzt, wihrend langeren 
Zeitperioden relativ grofe Mengen von Phosphor entweder 


anzusetzen oder abzugeben>». 


') Zeitschrift fiir diat. und physik. Therapie 1902, Bd. 6. 








Uber die Verbindungen des Mesoporphyrins mit Eisen und Mangan. 
Von 
J. Zaleski. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Instituts fiir experimentelle Medizin 


in St. Petersburg). 


Der Redaktion zugegangen am 16. August 1904.) 


Der Befund, dafi Mesoporphyrin!) mit Metallen verhiiltnis- 
miabig leicht kristallinische Verbindungen eingeht, bewog mich 
zu dem Versuch, eine Eisenverbindung desselben darzustellen. 
In der Tat kann dieser KOrper unter Einhaltung folgender Be- 
dingungen ziemlich leicht gewonnen werden. 

1 g kristallinisches salzsaures Mesophorphyrin wird in 
300 ecem 80°%/oiger, mit Kochsalz gesiittigter Essigsiiure gelost 
und die Loésung sodann auf 50—70° erhitzt. Andererseits 
wird in einem Kolbchen unter Erwirmen metallisches Eisen 
in Essigsiiture gelost und diese Losung durch ein Filter in 
kleinen Portionen zu der Losung des Farbstoffes hinzugegossen. 
Das Erhitzen der ersten Lésung und das von Zeit zu Zeit 
wiederholte Zugieben von Eisensalz zu derselben wird solange 
fortgesetzt, bis die Lésung ihre Farbe fndert. Bei spektro- 
skopischer Untersuchung zeigt eine solche LOsung keine Meso- 
porphyrinstreifen mehr, wohl aber gewahrt man hierbei ein 
deutliches Haminspektrum.?) Zu gleicher Zeit werden aus der 
Losung dunkle, glanzende Kristalle, welche in ihrem Aussehen 
sehr an das vermittelst Essigsaure direkt aus dem Blute ge- 
wonnene Hiimin erinnern, ausgeschieden. Die neuen Kristalle 
sind nur etwas dicker, mit mehr ausgepragtem  triklinischen 
Habitus. Ihr AuslOschungswinkel ist fast derselbe, wie beim 
Hamin. Das abfiltrierte und ausgewaschene Produkt kann 


‘) Berichte der deutschen chem. Gesellsch. Bd. 34, S. 997 und 


diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 54. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 413. 
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nach demselben Verfahren, welches beim Himin angewandt 

wurde,!) umkristallisiert werden. Solche im Vacuum uber 

H,SO, und NaOH-Stiickchen bis zu konstantem Gewicht ge- 

trockneten Priiparate verlieren beim Erhitzen auf 105° nicht 

mehr an Gewicht. Die Elementaranalyse ergab folgende Zahlen. 
Priparat A. 

0.2806 g Subst. gaben 0,6420 g CO,, 0,1448 g H,O = 62,38°/o C, 5,73°/o H 


O,2314 > » » 16,7 cem N-Gas (iiber 30°/o KOH bei 15,9° und 
765,6 mm) = 8,51°/o N 
0.3059 »  0,0658 g AgC], 0,0375 g Fe,0, = 5,32 °/o Cl, 8,58°/o Fe. 


Praiparat B. 
0.2304 g Subst. gaben 0,5268 g CO,, 0,1198 g H,O = 62,37°/0 C, 5,78°%/o H. 
Priparat C. 


0.2739 g Subst. gaben 0,6252 g CO,, 0,1399 g H,O = 62,24°/o C, 5,68°/o H. 


Ks muf noch hinzugefiigt werden, dai dieser Korper 
beim Erhitzen im Zeiselschen Apparat mit HJ bis auf 140° 
in Silberldsungen keinerlei Niederschlige hervorruft.2) Die 
Analysen ergeben, dai der Bestand dieser Substanz der Formel 
des Hiamins (C,,H,,0,N,ClFe beinahe entspricht |letztere er- 
fordert 62,53 9/9 C, 5,06°/o H, 8,59°/o N und Fe und 5,44°/o Cl], 
enthilt aber mehr H und etwas weniger C. 

Bei Behandlung dieser Kristalle mit Essigsiure, welche 
mit Bromwasserstoff gesiittigt ist, einer Manipulation, die zur 
Darstellung von Himatoporphyrin angewandt wird,?) erhialt 
man jedoch kein Himatoporphyrin aus salzsauren Losungen; 
sondern es scheidet sich dabei salzsaures Mesoporphyrin aus. 
Dies beweisen siimtliche Eigenschaften des neu entstandenen 
Kérpers, sowie auch sein typisches Atherifikationsprodukt mit 
Athylalkohol. Im letzteren Falle erhilt man hiibsche Kristalle, 
welche sich in nichts von den friiher beschriebenen *) Kristallen 
des Mesoporphyrinathylithers unterscheiden; ihr Schmelzpunkt 
liegt bei 201—202° C. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 391. 

*) H. Meyer, Analyse und Konstitutionsermittlung organischer 
Verbindungen 1903, S. 488 u. ff. 

‘) Monatsheft f. Chem., Bd. IX, S. 115 und diese Zeitschrift, 
Bd. XXX, S. 423. 

‘) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, 5. 64. 
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Das neue eisenhaltige Praparat lOst sich, gleich dem ge- 
wohnlichen mittels Essigsiiture dargestellten Hiimin, nieht in 
schwachen organischen und Mineralsiiuren: konzentrierte Salz- 
saure lost dasselbe gleichfalls selbst bei Siedetemperatur nicht. 
Chloroform, Ather, Alkohol und Aceton, namentlich letzteres, 
werden im allgemeinen viel stiirker gefirbt, wie durch Hiimin, 
eine irgendwie betrachtliche LOsung der Substanz kann jedoch 
selbst beim Erhitzen nicht erzielt werden. In Essigsiiure lost 
der Farbstoff sich beim Erhitzen verhiiltnismabig leichter und 
scheidet sich dann beim ErkalJten der Losung in kristalliniseher 
Form aus, was beim Himin, welches iiberhaupt beim Erhitzen 
in Essigsaure viel schwerer loslich ist, nicht beobachtet werden 
kann. In dieser Weise kann die neue Verbindung zu wieder- 
holten Malen aus Essigsiure kristallisiert werden; bis jetzt 
habe ich jedoch das so gereinigte Produkt noch nicht analysiert. 

Gleich dem Hiimin lést sich das Priiparat sehr leicht in 
schwachen Alkalien und wird aus diesen Lésungen durch 
Essigsiurezusatz in amorpher Gestalt ausgeschieden. Das Chlor 
laBt sich aus dem amorphen Niederschlage nur sehr schwer 
auswaschen. Das im Vacuum bis zu konstantem Gewicht ge- 
trocknete Préparat ergab bei einer Analyse 0,17°/o Cl und 
9,10°/o Fe. Mir stand nicht geniigend Substanz zur Verfiigung, 
um die volle Analyse auszufiihren und die hierbei erhaltenen 
Zahlen mit den Haimatinzahlen zu vergleichen. L6Ost man das 
amorphe Produkt in 70°/sigem Alkohol, welcher etwa 1°/o NH, 
enthalt, und giebt man die filtrierte Loésung in fast bis zur 
Siedehitze erwirmte, mit Kochsalz gesittigte Essigsaure, so 
scheidet sich beim Erkalten des Gemisches der Farbstoff 
wiederum in gut entwickelten Kristallen aus. Darin besteht 
ein ziemlich charakteristischer Unterschied, zwischen dem 
neuen Produkt und dem Hiimin, welches bis jetzt nicht aus 
Hamatin in kristallinischer Form gewonnen werden’ konnte. 

Das neue Produkt kann, wie ja auch zu erwarten war, 
unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die Darstellung von 
Haminathern bekannt sind,!) atherifiziert werden. In gleicher 
Weise, wie bei diesem, erhilt man auch hier z. B. mit Amyl- 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 384. 
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alkohol Kristalle mit rechtem Ausléschungswinkel, deren 
Symmetrie mindestens eine rhombische ist und welche sich in 
Drusen in Form von rechtwinkeligen Kreuzen mit deutlicher 
Tendenz zur Bildung von Sternen und Kugeln ansammeln. 
Die erhaltenen Kristalle verindern ganz analog den Himin- 
ithern ihre Eigenschaften in derselben Richtung, und zwar 
sind sie selbst in starken Alkalien und konzentrierten Ammoniak- 
losungen unldslich, dagegen in Chloroform, Aceton und Ather 
sehr leicht lOslich. 

Bei Kristallisation aus AcetonlOsungen erhilt man ebenso, 
wie beim Hiimin, gemischte Formen, tibrigens konnte die Bildung 
von haardiinnen, langen Nadeln nicht beobachtet werden. ?) 

Wie bereits oben erwiithnt worden ist, zeigt die Essig- 
siturelOsung, in welcher sich die Kristalle des neuen Produktes 
bilden, bet spektroskopischer Untersuchung das Spektrum des 
Hiimins, nur gewahrt man beim Vergleich dieses Spektrums 
mit demjenigen des in Essigsiure gelOsten Hiémins, dab im 
ersteren sitmtliche Absorptionsstreifen nach dem violetten Ende 
hin verschoben sind. Diese Verschiebung ist in konzentrierteren 
Losungen, wo der Streifen | im roten Teile des Spektrums 
deutlich hervortritt, besser zu beobachten. Quantitativ  ent- 
spricht die Verschiebung fast derjenigen, welche das Spektrum 
des Mesoporphyrins im Vergleich zu  demjenigen des Hémato- 
porphyrins zeigt. Im Hamin wurde namlich fiir den Streifen I 
\-647—624 und fiir den Anfanesteil des Streifens I] \-557 
gefunden. In dem neuen Produkt betrugen die entsprechenden 
Zahlen 4-643—619 und 553. Diese Verschiebung der Ab- 
sorptionsstreifen kann auch in alkalischen Lésungen — beider 
Korper und sogar im Spektrum des Hiimochromogens, welches 
durch Eimwirkung der Stoekesschen Reduktionsfliissigkeit ge- 
wonnen worden ist, beobachtet werden. 

Es mub noch erwithnt werden, daf, wenn man zur Dar- 
stellungy des neuen e¢isenhaltigen Produktes Hiamatoporphyrin 
anstatt Mesoporphyrin verwendet, in der Losung eine eben- 
solche Farbenverinderung stattfindet und dali diese Losung 
kein verschobenes Spektrum gibt. Vielmehr ist thr Absorptions- 


Vergl. diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 423, Fig. V. 
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spektrum identisch mit demjenigen des in Essigsiiure gelOsten 
Hiimins. Aus dieser Losung libt sich jedoch der Farbstoff 
nicht in kristallinischer Form ausscheiden. 

Ich halte mich deshalb so lange bei diesen Details auf, 
weil ich beweisen will, dab der neue Korper mit dem von 
auswiirts eingeftihrten Eisen zwar nicht mit Hiimin = identisch 
ist, demselben aber sehr nahe steht. Zieht man die Ergeb- 
nisse der Elementaranalysen dieses Korpers und seine Be- 
ziehungen Zum Mesoporphyrin in Betracht, so kann man an- 
nehmen, dafi er in seinem Molekiil 4 Atome H mehr enthalte, 
wie das Himin, deshalb wollen wir ihn fiirs erste als hydro- 
genisiertes Hiimin bezeichnen. Auf Grund 1. der empirischen 
Formel des Mesoporphyrins und des Hiimatoporphyrins,!) 2. des 
von mir nachgepriiften Befundes, dai bei Darstellung von Meso- 
porphyrin aus hydrogenisiertem Hiimin kein Wasserstoff aus- 
geschieden wird und dab 3. Fe aller Wahrscheinlichkeit nach als 
Oxydverbindung und nicht als Oxydulverbindung in der Substanz 
enthalten ist, woriiber ich weiter unten noch in Kiirze be- 
merken will, kann als wabrscheinlichste Formel fiir das hydro- 
genisierte Hamin folgende angenommen werden: C, ,H,,0,N,CiFe: 
dieselbe erfordert 62,25°/0 C,5,499/o H, 8,54°/0 N und Fe und 
9,42°/o Cl. Dann besiabe das Himin die Formel C,,Hs5,0,N,FeCl 
und der Ubergang dieser Kérper in die entsprechenden Porphyrine 
konnte dann dureh folgende Gleichungen dargestellt werden: 


C,,H,,0,N,ClFe 4-2 HBr -- 2 H,O == C,,H,,0,N, +- FeCIBr, 
Hiimin Himatoporphyrin 
. ire 1. OH er . | Peo, 
C,,H,,0,N,ClFe + 2 HBr = C,,H,,0,N, -+- FeClBr, 
Hydrogenisiertes Hiéimin Mesoporphyrin 


Ks mub tibrigens bemerkt werden, dab die Analysen des 
Hiimins, welche von Ktister?) und von uns*) ausgeftihrt worden 
sind, im Mittel Zahlen ergeben haben, welche eher der 
Formel C,,H,,0,N,FeCl entsprechen; letztere Formel ertordert 
62,44°/o CG und 5,20°%/o0 H. 


Krsetzt man in der oben beschriebenen Reaktion das 





') Verel. Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 54. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 391. 
3) Diese Zeitschrift, Bad. XXX, S. 384. 
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Eisen durch Mangan, so erhilt man ein dem hydrogenisierten 
Hiimin vollstiindig analoges Produkt. Dargestellt und gereinigt 
wurde das neue Produkt nach derselben Methode, nur erwies 
sich infolge seiner bedeutenden Loéslichkeit in Essigsiure die 
Anwendung von stirker verdtinnter Essigsiure (ca. 70°/o) als 
niitzlich. Da die Manganpriiparate, welche ich benutzte, nicht 
ganz eisenfrei waren, das Mesoporphyrin aber bedeutende 
Affinitiit zu Fe zeigt und dieses Metall gleichsam aus der Losung 
herausfingt, so gelang es mir nicht, das reine Produkt von 
der Zusammensetzung C,,H,,O,N,CIMn zu gewinnen, sondern 
ich erhielt nur ein Gemisch desselben mit C,,H,,O0,N,ClFe. 
Zur Gewinnung der Manganverbindung kann man die_ be- 
deutendere Léslichkeit von hydrogenisiertem Hamin in Essig- 
siiure benutzen und die Lésung nach 24 Stunden von der 
ersten Portion der ausgeschiedenen Kristalle, welche eine groBere 
Fe-Beimengung enthalten, abfiltrieren: bei weiterem liingeren 
Stehen des Filtrates scheiden sich in ihm wiederum Kristalle 
aus, in denen die Manganverbindung den groferen Bestandteil 
bildet. Diese Verbindung kristallisiert in Formen, welche augen- 
scheinlich auch dem triklinischen System angehoren, nur ent- 
wickeln sich die Kristalle vornehmlich in einer Richtung und 
besitzen infolgedessen das Aussehen von geraden, diinnen Nadeln- 
plittchen. Das getrocknete Praparat zeigt dunkelbraune Farbung 
und unterscheidet sich in seinem Aussehen bedeutend von dem 
Hiimin und dem hydrogenisierten Haémin. 
Die Elementaranalysen ergaben folgende Zahlen: 
0,2497 g Subst. gaben 0,5720 CO, u. 0,1301 H,O = 62,47 °/o C u. 5,79°%/o H. 
0.1756 g Subst. gaben 13,2 ccm N-Gas (bei 23,6° u. 752,7 mm) = 8,44 °%o N. 
Subst. gaben 0,0996°/o AgCl, 0,0141°/o Fe,O,, 0,0412°/o Mn,O, 
= 5,32°%o Cl, 2,13°/0 Fe, 6.40% Mn. 


0.4632 ¢g 

In der letzten Analyse wurden die Metalle in Chlor- 
wasserstoffverbindungen umgewandelt und nach dem Acetver- 
fahren von Wolff und Holthof, wie es im Handbuche der 
analytischen Chemie von A. Classen ({1901] I, 465) ange- 
geben ist, bestimmt. 

In seinen chemischen Eigenschaften zeigt das Mn-Praparat 
bedeutende Abhniichkeit mit dem hydrogenisierten Hiamin: es 
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ist in schwachen Siiuren nicht lOslich: starke Salzsiiure zerstort 
dasselbe selbst bei Siedehitze nicht; in Alkohol ist es verhiilt- 
nismibig leicht loslich, in Chloroform und Aceton dagegen 
schwach und in Ather und Benzol fast gar nicht: in schwachen 
Alkalien lést es sich sehr leicht. 

Die Losung des Mn-Priiparates in Essigsaéure zeigt ein 
eigenartiges Spektrum. In stiirkeren Losungen treten zwei 
Streifen hervor A-593—585 und 570—)40 und ist der rechte 
Teil des Spektrums, von A-487 beginnend, ganz verdunkelt. 
In schwachen Losungen sind die beiden erstgenannten Streifen 
wenig markiert und tritt dagegen ein Streifen \-480—460 sehr 
scharf hervor. 

Vergleicht man diese chlorhaltigen Verbindungen des 
Mesoporphyrins mit Fe und Mn einerseits und die friiher be- 
schriebenen Cu und Zn-Verbindungen,!) in welche das Chlor 
nicht einzuschalten ist, andererseits, so kommt man zum Schlusse, 
da8 das Chlor sich nicht dem Porphyrinkomplex, sondern dem 
Metall anschlieBt, was natiirlich nur in denjenigen Fiillen zu- 
stande kommen kann, wo das Metall mehr als bivalent ist. 


Petersburg, Juli 1904. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 69. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIII. “ 








Uber das von Salkowski und spater von Salaskin benutzte 
Prinzip der Blutalkalescenzbestimmung. 


Von 


Otto Folin. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Me Lean Hospital fiir Irrenkranke, 
Wawerley, Mass. U. 5. A.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. August 1904.) 


Im letzten Heft dieser Zeitschrift!) verdffentlicht Salaskin 
(unter Mitwirkung von Pupkin) zum dritten Male eine eigene 
Methode zur Bestimmung der Blutalkalescenz. Dieselbe stiitzt 
sich auf die Hypothese Salkowskis,?) nach welcher das Blut 
eine seiner alkalischen Reaktion entsprechende Menge Am- 
moniak aus neutralen Ammonsalzen verdrangen kann. Das in 
dieser Weise freigemachte Ammoniak glaubt Salkowski nach 
dem Prinzip von Schlésing, Salaskin nach dem Prinzip von 
Boussingault bestimmen zu kénnen. Die praktische Verwend- 
barkeit dieses Gedankens von Salkowski habe ich schon vor 
zwei Jahren einer kritischen Untersuchung unterworfen und 
seine Unbrauchbarkeit nachgewiesen. Das Hauptresultat dieser 
Untersuchungen, soweit es sich um Alkalescenzbestimmungen 
des Blutes handelt, wurde auch damals in dieser Zeitschrift *) 
mit solcher Deutlichkeit beschrieben, dab Salaskin genotigt 
war, dazu Stellung zu nehmen. Salaskin hat sich aber an- 
scheinend gar nicht um die von mir erhaltenen Zahlen  be- 
kiimmert und fiihrt fort, seme, meiner Ansicht nach, nichts 
beweisenden Experimente zu verOffentlichen. 

Es scheint mir tiberfliissig, die in Frage stehende Methode 
der Blutalkalescenzbestimmung Salaskins weiter hier zu dis- 
kutieren, denn meine schon publizierten Experimente geniigen, 
um die Unbrauchkeit derselben bis auf weiteres darzutun. Auf 
das, von Salkowski stammende, Prinzip dieser Methode mochte 
ich aber hier noch éinmal etwas niher eingehen. 

‘) Bd. XLIL, S. 195. 
*) Zentralblatt f. d. med. Wissenschaften, 1898, 5S. 913. 
3) Bd. XXXVII, 8. 175. 
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Wie erwihnt, sollte nach diesem Prinzip durch Zusatz 
von einem Ammonsalz zu einer alkalisch reagierenden Fliissig- 
keit, wie blut, eine der alkalischen Reaktion entsprechende 
Menge Ammoniak in Freiheit gesetzt werden, welche dann all- 
mihlich entweichen soll und auf diese Weise eine quantitative 
Bestimmung ermoglicht. Nachdem ich eine Methode ausgearbeitet 
hatte, die gestattete, den Ammoniakgehalt von tierischen Fliissig- 
keiten im allgemeinen, wie Harn, Blut, Milch usw., mit einer 
nach keiner anderen Methode erreichbaren Sicherheit und Ge- 
nauigkeit zu bestimmen,!) war mir selbstverstindlich dieser 
Gedanke Salkowskis und die Méglichkeit seiner praktischen 
Verwertung von besonderem Interesse. Namentlich war meiner 
Ansicht nach zu erwarten, dab das Prinzip, wenn es richtig 
war, fir viele andere Zwecke als fiir den von Salkowski 
vorgeschlagenen angewandt werden konnte, so z. b. fiir Aci- 
ditaétsbestimmungen im Harn oder Magensaft: denn man brauchte 
ja dabei nur gemessene Mengen Ammoniak anstatt neutrale 
Ammonsalze anzuwenden, um dieselben Versuchsbedingungen 
zu erreichen. Leider zeigten meine Versuche aber, dal zuver- 
lissige Werte unter Anwendung des obigen Salkowskischen 
Prinzips nicht zu erhalten sind. 

Aus meinem Protokolle (vom Sept. 1902) entnehme ich 
folgende bisher nicht verdffentlichte Versuche: 

1. Zu 25 ecem Hundeharn wurden 21,1 ccm "io NH, zu- 
gesetzt und darauf wurde die Mischung nach meiner friiher 
beschriebenen (|. ¢.) Durehliiftungsmethode behandelt, um das 
«iberschiissige> Ammoniak auszutreiben. 

Nach 1! 2stiindiger Luftstrombehandlung, die bei Anwesen- 
heit von Natriumkarbonat mit Sicherheit alles Ammoniak ent- 
fernt haben wiirde, wurde das ausgetriebene Ammoniak titriert. 
Die Titrierung ergab 4,8 cem ®/10 NHg. 

Eine zweite einstiindige Luftstrombehandlung ergab nun 
aber noch 0,85 ccm "/10 NHg. 

Eine dritte einstiindige Durchliiftung ergab 0,6 cem ®/10 NHsg. 

Die Luftstrombehandlung wurde darauf noch 4!/2 Stunden 
lang fortgesetzt. Die Titrierung ergab 0,85 ccm "/1o NHsg. 


') Bd. XXXVII, S. 161 (1902). 
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Kine darauffolgende 11 stiindige Luftstrombehandlung ergab 
weitere 1,05 com "10 NH. 

Auch durch diese langwierige, kriftige Luftstrombehand- 
lung wurde aber nicht alles Ammoniak erhalten, das ausgetrieben 
werden konnte, denn eine weitere 1!/2stiindige Behandlung 
mit dem Luftstrom ergab noch 0,15 cem "io NHsg. 

Das Verfahren zeigte sich demnach vollig unanwendbar 
fiir Hundeharn. 

2. Zu 25 ccm Monokaliumphosphatlosung, 125 mg chemisch 
reines KH,PO, enthaltend, wurden 21,1 ccm "/10 NH, zugesetzt 
und die Mischung darauf in gewOhnlicher Weise mit dem Luft- 
strom behandelt. 

Nach 11/2 Stunden ergab die Titrierung 1,35 ccm ®/10 NH. 

Nach weiteren 41/2 Stunden wurden 1,1 ccm "10 NH, 
erhalten. 

Kine darauffolgende 11 stiindige Luftstrombehandlung ergab 
bei der Titrierung 1,l ccm "10 NH. 

Kine weitere 1!/estiindige Durchliftung ergab 0,15 ccm 
ms 10 NH,. 

Somit versagt das Verfahren bei Anwesenheit von Phos- 
phaten und ist wohl demnach tiberhaupt ganz unbrauchbar. 

3. Zu 20 cem derselben Phosphatlosung, 100 mg KH,PO, 
enthaltend, wurde Wasser und 58,9 ccm ®/10 NH, zugesetzt. 
Das «iiberschiissige» Ammoniak wurde darauf durch 4/4 stiindiges 
Kochen abdestilliert. Es wurde erhalten 56,6 ccm ®/10 NHs. 

Demnach ist das Prinzip ebenso unbrauchbar bei 100° 
wie bei gewOhnlichen Zimmertemperaturen, und es ist kein 
Grund vorhanden, anzunehmen, daf bei mittleren Temperaturen 
bessere Resultate zu erhalten seien. 

SchlieBlich ist vielleicht die Anmerkung am Platze, dab 
Salkowski selbst das hier behandelte chemische Prinzip und 
dessen Anwendung nur ganz knapp und ohne besonderen Nach- 
druck beschrieben hat (1. ¢.). [hm ist es auch unzweifelhaft 
ganz wohl bekannt, daB dasselbe sich nur schlecht mit den 
heutigen Anschauungen der theoretischen Chemie in Einklang 
bringen JabBt. 











Uber das Cerebron. 
Von 
H. Thierfelder. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. August 1904.) 


Pseudocerebrin und Cerebron. 


Vor einigen Jahren beschrieben Emil Woerner und ich!) 
unter dem Namen Cerebron einen Korper, den wir mit Hilfe 
von indifferenten LOsungsmitteln und unter Benutzung von 
Temperaturen, die 50° nicht iiberschritten, aus menschlichen 
Gehirnen isoliert hatten., 

Ehe ich auf die Resultate, welche die weitere Untersuchung 
dieser Substanz ergeben hat, eingehe, modchte ich nicht unter- 
lassen, mitzuteilen, daf das Cerebron bereits im Jahre 1880 
von A. Gamgee_ beschrieben worden ist. Herr Professor 
Gamgee teilte mir im AnschluB an eine miindliche Unter- 
haltung gelegentlich eines Besuches in Berlin im Herbst vorigen 
Jahres den Wortlaut seiner diesbeziiglichen Verdffentlichung 
mit. Es heifit auf Seite 441 seines Textbook of the Physiolo- 
gical Chemistry. of the Animal Body, London, Macmillan and 
Co. 1880: In addition to protagon and other phosphorised 
matters, there is always extracted from brain by alcohol at 
45° a very considerable quantity of a body, which, in order 
to distinguish it, the author provisionally termed Pseudo-cerebrin. 
This body is less soluble in 80°/o alcohol at 45° than protagon, 
so that on subjecting impure protagon to repeated crystallisation 
from 80/9 alcohol there accumulated residues of the cere- 
brin-like body. The latter is a white pulverulent body very 





') Diese Zeitschrift, Bd. XXX, 5S. 342. 








22 H. Thierfelder, 


unlike protagon to the naked eye and separating under the 
microscope in the form of very large nodular masses. After 
repeated crystallisation from alcohol it was found to be 
practically free from phosphorus (containing only 0,08 °/o)... 

Analyses of «pseudo-cerebrin» found by the author to 


accompany protagon. 


1 2 3 4 Mean 

C 68.97 68.95 69.01 68.67 638.89 
H 11,7 11.17 11,60 12.10 11.87 
N 1.76 1.95 1.64 2.01 1.83 
() 17.41 
100,00 


From the above analyses the author deduces for «pseudo- 
cerebrin» the empirical formule C,,H, NOx. 

Herr Gamegee. fiigte hinzu, dafb er bei der Durchsicht 
seines Laboratoriumjournals Zeichnungen des mikroskopischen 
Bildes des Pseudocerebrins, welche mit den von uns. ver- 
Offentlichten vOllig Ubereinstimmen, gefunden habe, und ferner 
unter dem t1. Juli 1879 die Eintragung, dali das Pseudocerebrin 
beim Erhitzen in der Kapillare bei 197° sich leicht orange farbt 
und bei 210° schmilzt. 

Wir hatten fiir das Cerebron im Mittel 69,16°%/o C, 
114,54°/o H und 1,76°/o N gefunden und den Schmelzpunkt bei 
langsamem Erhitzen bei 209°, bei schnellem Erhitzen bei 212°. 

Darnach kann es nicht zweifelhaft sein, das Pseudo- 
cerebrin und Cerebron identische Korper sind und dab die 
Prioritiit der Entdeckung A. Gamgee zukommt. 

Da es nicht tiblich ist, neue Beobachtungen nur in einem 
Lehrbueh zu verodflentlichen, und da das Pseudocerebrin unseres 
Wissens sich sonst nirgends in der Literatur erwiihnt fand, so 
diirfte uns ein Vorwurf fiir dieses Ubersehen nicht treffen. 

Mit Riieksieht darauf, daf die in Rede stehende Substanz 
als im Gehirn vorgebildet anzusehen ist, wiihrend unter Cerebrinen 
im allgemeinen Spaltungsprodukte hoher zusammengesetzter 
Gehirnstoffe verstanden werden, halten wir den Namen Cerebron 
fiir zweckmabiger und sechlagen vor, ihn beizubehalten. 
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Spaltung des Cerebrons. 


Ich teile zunaéchst noch einige Kohlen- und Wasserstoff- 
analysen des Cerebrons mit, aus denen die Einheitlichkeit des 
Korpers weiterhin hervorgeht. Sie betreffen Praparate ver- 
schiedener Darstellung bezw. verschiedene Kristallisationen der- 
selben Priiparate. 


1. O,1482 g Substanz liefern 0.3755 g CO, und 01487 
69,10 °%'o C und 11.15 °%/o H. 
2. 01455 g Substanz liefern 0.3695 g¢ CO, und 0.1502 g H,O, das ist 
69.26° 0 C und 11,47°%o H. 
Substanz liefern 0.3603 ¢ CO, und 0.1450 g H,O, das ist 
69,20°/o CG und 11.34°/o H. 
4. 0.1439 g Substanz hefern 0.38650 g CO, und 0.1466 ¢ 
69.18% Cound 11.52°%o H. 
5. 01423 g Substanz hefern 03613 g¢ CO, und 0.1442 g¢ H,O, das ist 
69.25% C und 11,26°/o H. 


g H,O, das ist 


- 
3 


3. 0.1420 g 


= 


HO, das isl 


I 2 3 4 5 Mittel der friiheren Analyse 
i 69.10 69,26 69.20 6918 69.25 69.16 
H 11,16 11.47 11.34 11.32 11,26 11,54 
N 1.76 


Fir die Spaltung wurde Cerebron in einer Reibschale mit 
7 °/oiger Schwefelsiiure fein zerrieben und in einer Druckflasche 
im kochenden Wasserbad unter bestiindiger starker Bewegung 
mittels eines HeiSluftmotors eine Stunde oder mehrere Stunden 
erhitzt. Auf 2 ¢ Cerebron kamen etwa 50 ccm Schwefelsiiure. 
Nach dem Abkiithlen wurde abfiltriert und ausgewaschen und 
ein aliquoter Teil des Filtrats fiir die Titration mit Fehlingscher 
Losung benutzt. Der Filterriickstand wurde wieder mit 7°/oiger 
Schwefelséure in die Druckflasche gebracht, in derselben Weise 
erhitzt und so fortgefahren, bis das Filtrat auch nach dem 
Einengen die Trommersche Probe nicht mehr gab. 


Filtrat, 

Die vereinigten leicht gelblich gefirbten Filtrate wurden 
nach Entfernung der Schwefelsiiure durch Barytwasser und des 
lberschiissigen Baryums durch Kohlensiiure eingeengt. Es 
schieden sich beim Stehen Kristalle ab, welche durch Um- 
kristallisieren aus Wasser mit Leichtigkeit farblos erhalten 
werden konnten. Sie gaben mit Phenylhydrazin ein Osazon 
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vom Schmelzpunkt 190° und bei der Oxydation mit Salpeter- 
siiure Schleimsiéure, bestanden also aus Galaktose, wie das 
von vornherein zu vermuten war. Auber diesem Zucker ist 
in diesen Filtraten nichts enthalten, auch Ammoniak lief sich 
nicht nachweisen. i 

Uber den Verlauf der Spaltung und die Menge der ab- 
gespaltenen Galaktose gibt folgende Tabelle Auskunft. Die 
Zahlen geben die Gesamtmenge der Galaktose in Grammen an, 
welche in verschiedenen Versuchen aus je 2 g Cerebron 
wiihrend einer bestimmten Zeit abgegeben wurde. 





Erhitzungs- 
dauer Versuch 1 Versuch 2 | Versuch 3 Versuch 4 
in Stunden | 











| 
| ().27 | 0.52 | 
2 | | 
3 O37 | 0.38 | 
t | | 0,39 
5 0,39 039 0,40 | 
6 0,39 4- Spuren 0,39 -- Spuren|0,40 -- Spuren 0,39 +. Spuren 


Der grote Teil der Galaktose wurde also schon in der 
ersten Stunde abgespalten und nach 4 Stunden war die Ab- 
spaltung fast ganz vollendet. Filtriert man nach vier- oder fiinf- 
stiindigem Kochen ab, wiascht den Niederschlag griindlich aus 
und erhitzt ihn dann abermals mit Schwefelséiure, so kann 
man in dem Filtrat entweder direkt oder nach dem Eindampfen 
immer noch ein schwaches Reduktionsvermoégen feststellen und 
man mul} den ausgewaschenen Niederschlag oft noch mehrmals 
mit Sehwefelsiiure kochen, bis schlieBlich auch das auf ein 
kleines Volumen eingeengte Filtrat die Trommersche Probe 
nicht mehr gibt. Der Grund dafiir, dab die letzten Reste der 
Galaktose erst so auberordentlich langsam abgespalten werden, 
liegt vermutlich darin, dali neben dem Zucker Korper auftreten, 
welche bei Wasserbadtemperatur schmelzen, in geschmolzenem 
Zustand ungespaltenes Cerebron einschlieben und der Einwirkung 
der Schwefelsaiure entziehen. 








ae ier 
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Die Gesamtmenge der Galaktose, welche erhalten wird, 
betragt mindestens 19—20°/o des Cerebrons. 


Rickstand. 


Der nach volliger Entfernung der Galaktose erhaltene Riick- 
stand stellte eine graue bis leicht gelbliche Masse dar, welche 


= 


so lange mit kaltem und heifem Wasser zerrieben und ge- 
waschen wurde, bis das Filtrat nicht mehr sauer reagierte, d. h. 
bis die freie Schwefelsiure wenigstens bis auf Spuren entfernt 
worden war. Ein Auswaschen, bis das Filtrat keinen Niederschlag 
mit Baryumchlorid mehr gibt, gelingt nicht, da stets kleine Mengen 
eines organischen Sulfats in Loésung gehen. Die Masse wurde 
nun abgesaugt, im Vacuum getrocknet und gewogen. Ihre Menge 
betrug in verschiedenen Versuchen 75—79°/9 des Cerebrons. 
Fein zerrieben erwirmte ich sie jetzt ganz allmihlich und unter 
fortwihrendem Umschiitteln mit einer grofen Menge 96°/oigen 
Alkohols. Eine langsame Steigerung der Temperatur ist durchaus 
notig, da bei schnellem Erhitzen leicht ein Teil der Substanz 
schmilzt und in eine auch in kochendem Alkohol unlésliche 
Form iibergeht. Es loste sich fast alles auf, kleine Mengen 
eines unloslichen Riickstandes (hauptsichlich Papierfasern) blieben 
bei der Filtration zuriick. Das etwas abgekiihlte, aber noch 
vollig klare Filtrat wurde nun unter Umschiitteln mit warmer 
alkoholischer Natronlauge versetzt, solange als ein Niederschlag 
entstand, und nach dem Erkalten wieder filtriert. 

1. Niederschlag. Er besteht im wesentlichen aus Natron- 
salzen hoherer Fettsiituren. In heiBem Alkohol léste er sich 
bis auf einen kleinen Rest, welcher sich als anorganisch erwies 
und von dem abfiltriert wurde. Beim Erkalten  kristallisierte 
die Hauptmenge aus, aus der eingeengten Mutterlauge wurden 
weitere Abscheidungen erhalten. Die auf diese Weise ge- 
wonnene Gesamtquantitat betrug 29°)» des galaktosefreien Cere- 
brons oder etwa 22—23° 9 des Cerebrons, Werte, welche nur 
als Minimalwerte anzusehen sind, da die Substanzen auch in 
kaltem Alkohol nicht ganz unlésliech sind. Nach wiederholtem 


Umkristallisieren aus heifem Methylalkohol wurde der Korper 
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mit Wasser fein zerrieben und im Scheidetrichter nach Zusatz 
von Salzsiiure mit Ather geschiittelt. Es trat voOllige Lésung 
ein. Der Ather wurde verdunstet und der Riickstand aus warmem 
Alkohol umkristallisiert. Es ergab sich, dab es sich im wesent- 
lichen um eine einheitlicher Substanz handelte, eine Saure, 
fiir die ich den Namen Cerebronsaure vorschlage. 

Cerebronsiiure. Schneeweib, leicht pulverisierbar, nicht 
hygroskopisch, in Ather léslich, in warmem Alkohol lislich, 
beim Erkalten der alkoholischen L6sung sich abscheidend in 
runden oder mehr ovalen, auch leicht gelappten dicht aneinander 
liegenden Gebilden, welche eine deutliche feine radiiire Streifung 
erkennen lassen und manchmal gelblich gefirbt erscheinen. 
Sie ist stickstofffrei, verbrennt unter Entwicklung eines Geruchs 
nach verbrennendem Fett. Langsam in der Napillare erhitzt, 
schmilzt sie ber 99°, 

Analysiert wurden 4 Priiparate, von denen 1 und 3 ver- 
schiedenen Darstellungen entstammen, 2 und 4 durch Reinigen 
der Priiparate 1 und 3 iiber die Natronsalze gewonnen wurden. 
Das Trocknen geschah im Vacuum tiber Schwefelsiture bis zum 
konstanten Gewicht. 

Priiparat 1. O.1751 ¢ leferten 0.4847 ¢ CO, und 0.1990 g H,O, das ist 
79.49°'o CG und 12,63 °%/o H. 
heferten 0.4250 ¢ CO, und 0.1723 ¢ 
79,36 °yo CG und 12,45 °%o H. 
Priiparat 8. O1798 g lieferten 0.4975 g CO, und 0,2013 g H,O, das ist 


79.46 °/o G und 12.44°)0 H. 


Priiparat 2. O1538 H,O, das ist 


Priparat 4. O4557 g heferten 04283 g CO, und 0,1747 g H,O, das ist 
75,02°)0 GC und 12,47°/o H. 
= i. : P oer ' Mee ’ 
) 3 4 Mittel Berechnet fiir C,,H,,05 
C 7549 7536 7546 75,02 75,33 78,38 
H 12.63 12.45 1244 12,47 12,50 12,56 


Natronsalz der Cerebronsiiure. Es wurde erhalten 
durch Fallen emer warmen alkoholischen Lésung der Siure 
mit alkoholischer Natronlauge und Umkristallisieren des abfil- 
trierten Niederschlags aus heibem Alkohol. Schneeweibe, stark 
elektrische Substanz, in Wasser unléslich, in heibem Alkohol 
schwer loslich. Aus der heiben alkoholischen Losung scheidet es 
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sich beim Erkalten in zu Sternen vereinigten Nadeln oder auch 
in einzeln liegenden, langen, stark gebogenen Nadeln ab. auch 
knollenartige Formen kommen vor. 

Zur Analyse wurden 2 verschiedene Priiparate benutzt. 
Das Natrium kam als Natriumsulfat zur Wiigung. 
Priparat 1. O1951 g leferten 0.0561 ¢ Na,SO,, das ist 5,25” 
2. 0.2070 » > 0.0356 , 5.63 ° 
C,.H,,NaO, verlangt 5,48°/0 Na. 


Acetylverbindung der Cerebronsaure. Zu threr Dar- 
stellung wurde die Siiure aul dem Wasserbad am Rickflubkihler 
mit iberschiissigem Acetylchlorid erhitzt. Es trat vollige Losung 
ein. Nach Verdunstung des Acetylchlorids erstarrte der Riick- 
stand beim Erkalten zu einer festweichen Masse, welche nun 
so lange mit Wasser verrieben und filtriert wurde, bis das 
Filtrat vollig chlorfrei war. Sie quoll dabei etwas auf und 
verteillte sich so fein im Wasser, dab die Filtration zuletzt nur 
sehr langsam von Statten ging. Warmer Alkohol J6ste sie sehr 
leicht: die sehr konzentrierte alkoholische Losung erstarrte 
beim Erkalten zu einer Gallerte, welche sich im = Ganzen 
aus dem Gefii herausheben lef. Mikroskopisch bestand sie 
aus einem dichten Filzwerk langer feiner Faden. Eine Fil- 
tration war unmodglich. Andere Losungsmittel wie wisseriger 
Alkohol, Methylalkohol, Ather, Chloroform, in denen die Substanz 
ebenfalls leicht l6slich war, eigneten sich auch nicht zum Um- 
kristallisieren. 

In gut analysierbarer Form wurde das Natronsalz 
erhalten. Esschied sich aus einer warmen alkoholischen Losung 
der Substanz auf Zusatz von alkoholiseher Natronlauge ab und 
wurde nach dem Abfiltrieren aus heifem Alkohol umkristallisiert. 
Die Abscheidung erfolgte in Form feinster Nadelchen und Prismen. 

Zur Analyse wurde die Substanz tiber Schwefelsaure im 
Vacuum getrocknet. Die Kohlenwasserstolfbestimmung wurde 
mit Bleichromat und Kaliumbichromat ausgetthrt. 

1. O.1151 g leferten 0.2954 g CO, und O171 g H,O, das ist 

70.00% 0 CG und 11,30°)0 H. 


2. 0.1953 


lieferten 0.0310 g Na,SO,, das ist 5.14% 0 Na. 
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Berechnet fiir C,,H,.O,Na(CH,CO) 


‘fb 70.00 70.13 
H 11.30 11,04 
Na D114 4.98 


Darnach hat also die Cerebronsiure die Zusammensetzung 
C,.H.,0, und ist das Hydroxylderivat einer Saure von der Forme! 
me | ; 

Neben der Cerebronsiiure gewann ich aus dem Ather- 
riickstand in geringer Menge noch eine stickstofffreie Séure, 
welche in jeder Beziehung, auch im Schmelzpunkt (101°), sich der 
Cerebronsiure sehr iihnlich verhielt, aber einen etwas niedrigeren 
Kohlenstoffgehalt (74,73°/o CG und 12,54°/o H im Mittel mehrerer 
gut iibereinstimmender Analysen) zeigte. Ob es sich hier um 
eine zweile bei der Spaltung des Cerebrons auftretende Oxy- 
siiure handelt, oder nur um eine nicht ganz reine Cerebronsaure, 
mul} vorliiufig unentschieden bleiben. 

Aus der Quantitiit der erhaltenen Natronsalze (siehe oben 
S. 25) lait sich berechnen, dab das Cerebron mindestens 21—22°/o 
Oxyfettsiure enthalt. 

2. Filtrat. Es wurde nach Einleiten von Kohlenséiure im 
Vacuum bei 40—50° eingedampft, der Riickstand mit warmem 
absoluten Alkohol aufgenommen. Dabei blieb etwas Natrium- 
karbonat ungelOst zurtick. Aus dem klaren Filtrat schieden 
sich beim Einengen im Vacuum geringe Mengen eines organischen 
Natronsalzes ab, welches sich als in heifem Alkohol schwer- 
lOslich erwies und wahrscheinlich cerebronsaures Natrium war. 
Nachdem diese in Alkohol an und fiir sich schwerléslichen Bei- 
mengungen, welche nur durch die iibrigen Bestandteile in LOsung 
erhalten wurden, allmiihlich durch Einengen der Fliissigkeit 
und Aufnehmen des Riickstandes mit Alkohol wenigstens zum 
Teil entfernt worden waren, wurde die klare, stark alkalisch 
reagierende alkoholiseche Losung mit ganz verdiinnter alkoho- 
lischer Schwefelsiiure unter Umriihren versetzt, solange noch 
ein Niederschlag entstand. Der Niederschlag wurde abgesaugt. 

a) Niederschlag. Aus seiner heifen alkoholischen Losung 
schied sich beim Abkiihlen eine Substanz ab, welche nach 
nochmaligem Umkristallisieren rein weil erhalten wurde, sich 
als elnheitlich erwies und das Sulfat einer Base darstellte. 
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Dieses Sulfat ist in Wasser und Ather unléslich, in 
Chloroform etwas léslich, sehr leicht beim gelinden Erwiirmen. 
In kaltem Alkohol lost es sich nicht oder sehr wenig, sofort 
aber auf Zusatz einer Spur Schwefelsiiure. In heibem Alkohol 
lost es sich, um beim Erkalten wieder auszufallen, und zwar 
zum Teil an der Oberfliiche, zum Teil am Boden als feines, 
ziemlich schweres Kristallpulver. Bei der mikroskopischen 
Untersuchung sieht man kleine Gruppen wirr durcheinander 
gelagerter spieBiger Kristalle oder auch kleine, aus radiiir ge- 
stellten Nadeln bestehende Rosetten. Bei Kingerem Absaugen 
nahm die Kristallmasse (jedenfalls durch Aufnahme von Wasser) 
eine elastische Beschaffenheit an, wurde aber im Vacuum iiber 
Schwefelsiiure wieder hart, kreideartig und lief} sich nun leicht 
zerschaben und zerreiben, Die Substanz ist sehr hygroskopisch. 
Im Kapillarrohr erhitzt, zersetzt sie sich, ohne vorher zu schmelzen, 
bei 240—250° unter Gasentwicklung. Sie addiert Brom. Optisch 
aktiv scheint sie nicht zu sein, indessen miissen Versuche mit 
konzentrierteren LOsungen angestellt’ werden. 

Zur Analyse kamen drei Praparate. Priaparat 1 und 2 
entstammten verschiedenen Darstellungen. Praparat 3 war durch 
fiinfmaliges Umkristallisieren von Priiparat 1 erhalten. Das 
Trocknen geschah im Vacuum itiber Schwefelsiure. 

Priparat 1. 0,1271 g lieferten 0.2845 g CO, und 0,1235 g H,O, das ist 
61,04°%o CG und 10,80°/o H. 
Praparat 2. 0,1520 g lieferten 0.5403 g CO, und 0,1495 
61,05 °/o C und 10,93°/o H. 
Praparat 3a. 0,1474 g leferten 0.3306 g CO, und 0.1443 g H,O, das ist 
61,17°0 C und 10,88°/o H. 
Praparat 3b. 0,1963 g lieferten 6,9 ccm N bei 22° und 764 mm B., das 
ist 4,00 %Jo N. 
Praparat 3c. 0,1992 g leferten 7,3 ccm N bei 22° und 763 mm B., das 
ist 4,17 %/o N. 
Praparat 3d. 03456 g lieferten 0.1225 g BaSO,, das ist 14,89 °/o H,SO,. 
Praparat 3e. 0,2295 g lieferten 0,0809 g BaSO,, das ist 14,81 °/o H,SO,. 
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H,O, das ist 





1 2 3 Mittel Berechnet fiir (C,,H,,NO,),H,SO, 
C 61,04 61,05 61,17 61,09 61,08 
H 10.80 10,93 10,88 10,87 10.78 
N 4,00 4,17 4,08 4,19 


H,SO, 14,89 14,81 14,85 14,67 
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Um die freie Base zu erhalten, wurde das Sulfat in wenig 
alkoholischer Natroniauge gelést, die LOsung mit Wasser ver- 
setzt. wobei ein reichlicher weiber Niederschlag auftrat, und 
nun mit Ather geschiittelt. Die freie Base ging mit Leichtigkeit 
in den Ather und blieb beim’ Verdunsten des Athers als stark 
alkalisch reagierender Sirup zurick, welcher beim Stehen sich 
in eine welbe, undeutlich kristalliniseche Masse umwandelte. 
Auch in Alkohol, Methylalkohol, Aceton, Petroliither loste sich 
die Base leicht auf, ohne aber aus einem dieser Lésungsmittel 
in deuthchen Kristallen sich abzuscheiden. In Wasser ist sie 
unlosiich. In ihrer alkoholischen Lésung ruft Schwefelsaéure 
einen Niederschlag hervor, der aber bei geringstem UberschuB 
der Schwetfelsiiure wieder verschwindet. Auf dem Platinblech 
erhitzt, entwickelt sie einen Geruch nach verbrennendem Fett 
und hinterlabt kemen Riickstand. 

Nachdem die Arbeit. bereits druckfertig finde ich, daB 
Thudichum!) schon als Spaltungsprodukt seines Phrenosins 
eine Base von der Zusammensetzung C,,H,;NO, isoliert, be- 
schrieben und Sphingosin benannt hat. Mit diesem Korper 
ist olfenbar die Base aus dem Cerebron identisch. Ich bin mit 
der genaueren Untersuchung dieser basischen Substanz be- 
schiiftigt und werde bei der Mitteilung der Resultate auf die 
Angaben von Thudichum eingehen. 

Aus den eingeengten Mutterlaugen des beschriebenen 
Sulfats wurde eine Substanz gewonnen, welche sich gleichfalls 
als das Sulfat einer organischen Base erwies. Es lieb sich 
aus ihm in derselben Weise die freie Base erhalten, es addierte 
auch Brom, verhielt sich tiberhaupt dem beschriebenen sehr 
dhnlich, unterschied sich aber insofern, als es in Alkohol 
suspendiert schon beim geringsten Erwirmen schmolz und auch 
bei fortgesetztem Kochen nicht in Lo6sung ging. In 20°/o Chloro- 
form enthaltendem Alkohol lOste es sich beim Erhitzen leicht auf. 

Manche beobachtungen sprechen dafiir, dab hier nicht 
das Sulfat einer zweiten, bei der Spaltung des Cerebrons auf- 
tretenden Base vorliegt, sondern dai es erst sekundir ent- 





') Pie chemische Konstitution des Gehirns des Menschen und der 


Tiere, S. 187. Tiibingen, Pietzcker, 1901. 
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standen ist. Nach den Resultaten einer orientierenden Analyse 
koOnnte man daran denken, dal es sich lediglich um den Austritt 
eines Molekiils Wasser handelt. Es wurden gefunden 62,91°/o C 
und 10,99°/o H, wihrend die Formel |(C,,H,,;NO,),H,SO,| 
— H,O 62,77°%/o CG und 10,77°/o H verlangt. 

b) Filtrat. Es war dunkel gefiirbt und hinterlieb beim 
Verdunsten einen dunkelbraunen Riickstand. Einheitliche Sub- 
stanzen aus ihm zu isolieren, ist bisher nicht gelungen. Dab 
er noch andere primiire Spaltungsprodukte enthalt, ist mir nicht 
wahrscheinlich. Vermutlich stellt er ein Gemenge von sekun- 
diiren Zersetzungsprodukten und nicht isolierten Resten der 
Siiure und Base dar. 

Die Untersuchung wird fortgesetzt. Auch mit der Spaltung 
anderer primiirer Gehirnbestandteile bin ich beschaftigt. 
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Nachtrage zur «Sauregemisch-Veraschung » 
und zu den an diese angekniipften Bestimmungsmethoden. 
Von 


Albert Neumann. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts in Berlin.) 


Der Redaktion zugegangen am 19, August 1904.) 


In dem XXXVI. Band dieser Zeitschrift, S. 115—142, ist 
von mir eine Abhandlung erschienen unter dem Titel «Einfache 
Veraschungsmethode (Siituregemisch-Veraschung) und 
Vereinfachte Bestimmungen von Eisen, Phosphor- 
siture, Salzsiure und anderen Aschenbestandteilen 
unter Benutzung dieser Siuregemisch-Veraschung»>. 
Alle diese Methoden haben bereits mehrfache Anwendung ge- 
funden. Verschiedentliche Anfragen jedoch und die praktische 
Ausfiihrung im hiesigen Laboratorium haben einige Zusitze und 
Verbesserungen veranlaft, welche ich im folgenden mitteilen will. 


I. Stiuregemisch-Veraschung. 


a) Zu dem Abschnitt «Apparatur» auf 5. 116 ist tber 
den Hahntrichter, welcher das Siiuregemisch aufzunehmen hat, 
nachstehendes zu bemerken. Benutzt man einen gewoOhnlichen 
Scheidetrichter von 100 ccm Inhalt mit geradem, kurzem Ab- 
fluBrohr, dann befindet sich derselbe wiihrend der Veraschung 
direkt in den unangenehmen Nitroso- und Schwefelséiuredampfen. 
Durch die Hitze Offnet sich der Hahn leicht von selbst, und 
dieses ist auch der Grund, weshalb das Abflu’rohr des Hahn- 
trichters mit einer Tropfenkapillare versehen sein muf, damit 
bei einem unvorhergesehenen Offnen des Trichters nicht zu 
viel Siiuregemisch plétzlich in den Kolben flieBt. Auf Anregung 
von Herrn Dr. Flamand, welcher sich viel mit diesen Ver- 
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Nachtrage zur «Sduregemisch-Veraschung» ete. 


aschungen im hiesigen Laboratorium beschiiftigt hat, benutze 


ich seit langerer Zeit einen Hahntrichter, dem man zweckmiibig 
die nebenstehende Form gibt. Stellt man 

den Trichter so auf, dali der Hahn sich 

ganz vorn befindet und das Ende des 

zweifach gebogenen und zu einer ganz 

kleinen Offnung ausgezogenen AbfluB- 

rohrs weiter zuriickliegt und dort in den 

schief liegenden Kolbenhals hineinragt, ee 

so verhindert man einerseits, dafi man 
beim Regulieren des Trichters mit den 

Dampfen in Beriihrung kommt, und 

andererseits, dali sich der Hahn durch die Hitze von selber 
Offnet. Auberdem kann man, wenn man das AbfluBrohr ziemlich 
lang nimmt, bewirken, dali sich die Dimpfe hinten im Abzug 
entwickeln, wahrend die Regulierung sich vorn befindet. 

b) Zu dem Absechnitt «Vorbehandlung der Substanz » 
auf S. 117 kommt noch hinzu, daB man Milch, besonders 
wenn es sich um grodBere Mengen handelt, zweckmibig in der 
Weise konzentriert, daB man dieselbe in dem Veraschungs- 
kolben mit dem vierten Teil konzentrierter Salpetersiiure mischt 
und dann auf einem Baboblech mit starker Flamme eindampft. 

c) In dem Abschnitt « Ausfiihrung der Siuregemisch- 
Veraschung» auf §. 118 ist noch einmal zu betonen, dab 
die Veraschung mit kleiner Flamme vorgenommen werden 
mu$. Erst am Schlu8 ist es zweckmibig, die Hitze zu steigern. 
Hat man wihrend der Operation eine zu grobe Flamme, so 
braucht man viel mehr Séuregemisch, weil ein Teil der Sal- 
petersiiure ohne Wirkung den Kolben wieder verlafbt. Da aber 
bei den meisten Bestimmungen zuviel Sauregemisch moglichst 
zu vermeiden ist (s. besonders die Phosphorsiiurebestimmung), 
so empfiehlt es sich, die flamme so zu regulieren, dal die 
Oxydation gerade ohne besondere Heftigkeit verlauft. 


I]. Eisenbestimmung. 


a) Zu dem Abschnitt «Erforderliche Losungen» ist 
unter «2. Etwa ®/250 Thiosulfatldsung» auf 5S. 126 folgendes 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XLII. 5 
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zu bemerken. Wie auf S. 127 oben angegeben, ist die etwa 
N/250 ‘Thiosulfatlbsung nur kurze Zeit haltbar und mub bald 
wieder erneuert werden. Um diesem Ubelstand abzuhelfen, 
empliehlt es sich, eine starke Thiosulfatlésung als Stammlosung 
herzustellen, und diese ftir dén Gebrauch entsprechend zu ver- 
diinnen. Zusatz von Ammoniumkarbonat ist dann iiberfliissig, 
da sich eine starke Lésung auch so unbegrenzt halt. Der in 
Rede stehende Absatz erhalt dann zweckmiibig folgende Form: 

2. Etwa "250 Thiosulfatlésung: Man lost 40 g Natrium- 
thiosulfat (anniihernd genau abgewogen) in etwa 11 Wasser. 
Aufbewahrung in brauner Flasche. Diese sehr haltbare LOsung 
verdiinnt man fiir den Gebrauch von etwa 1 Woche um das 
tOfache, z. B. 5d cem auf 200 cem anniihernd. 

b) Zu der «Titerstellung der Thiosulfatl6sung» 
(S. 126, letzter Absatz) ist noch zu erwihnen, daf die Losung 
nach der Titration mindestens 5 Minuten farblos bleiben mu6. 
Fiirbt sie sich friiher violett. so mu8 noch etwas Thiosulfat- 
losung zugegeben werden. 

¢) Bei dem Abschnitt «Ausfiihrung der Eisenbestim- 
mung» ist folgendes zu_beriicksichtigen: 

1. Nach S. 127 wird die saure, mit dem Zinkreagens 
versetzte Aschenlosung unter Abktihlung so lange mit Ammoniak 
versetzt, bis der bei der Neutralisation auftretende Niederschlag 
von Zinkphosphat gerade wieder verschwindet. Enthalt nun 
die Aschenl6sung Erdalkaliphosphate (wie Calciumphosphat in 
den Faeces) in groberer Menge, so bleibt natiirlich der weibe 
Niederschlag bestehen und der schéne Indikator, welcher durch 
das Zinkphosphat gegeben wird, fiillt weg. In diesem Falle 
mul} man mittels Lakmuspapier gerade schwach ammoniaka- 
lisch machen: in den meisten Fallen ist aber der flockige 
Zinkniederschlag von der Erdalkaliphosphatfillung leicht zu 
unterscheiden. 

2. Ks ist darauf zu achten, daB das Filter, wie angegeben, 
nicht mehr als etwa 3!'/2 em Radius hat, weil sonst die Flissig- 
keitsmengen fiir die Titration leicht zu groBb werden. 

3. Es ist wichtig, daBb die zur Titration kommende Fliissig- 
keit nur ganz schwach sauer sein darf. Aus diesem Grunde 




















































. v7 tee . r ) 
Nachtrige zur «Séuregemisch-Veraschung>» ete. Ow 


wird nach dem Losen des Niederschlages in Salzsiiure erst 
wieder mit Ammoniak neutralisiert, bis gerade der weibe Zink- 
phosphatniederschlag erscheint, und dieser durch Zugeben von 
je 10 Tropfen Salzsaéure eben gelést. Verfihrt man dabei in 
der Kiilte, so bekommt man leicht etwas zu viel Salzsiiure 
hinein; es empfiehlt sich infolge dessen, zu erhitzen. 

Die entsprechende Stelle (Mitte von S. 128) ist danach 
in foleender Weise zu iindern: 

Da aber fiir die Titration die Fliirsigkeit nur sehwach 
sauer sein darf, so wird zunichst mit verdiinntem Ammoniak 
neutralisiert, bis gerade wieder der weibe Zinkniederschlag be- 
stehen bleibt, dann auf dem Wasserbade erhitzt und durch 
tropfenweises Zugeben von verdiinnter Salzsiiure gerade 
wieder vollig klar geldst. Diese LOsung wird nach dem 
Abkiihlen auf 50—60° genau in derselben Weise titriert, 
wie es fiir die 10 cem Eisenchloridlésung bei der Titerstellung 
der Thiosulfatlosung angegeben ist. 


ITI. Phosphorscéurebestimmung. 


a) Es kann bei dieser Bestimmung nicht genug darauf 
hingewiesen werden, dafi man die Menge des verbrauchten 
Situregemisches kennen muf. Es ist zweckmiibig, so zu ar- 
beiten, dab man nicht mehr als 40 cem Sauregemisch anwendet: 
im anderen Fall muff man das auf S. 134, Anm. 2, Gesagte 
genau beriicksichtigen. Die Menge des Ammonnitrats ist zweck- 
mibig stets so zu berechnen, dab sich der fiinfte Teil einer 
50°/oigen Ammonnttratlésung in der Flissigkeit befindet 
und nicht 10°/o Ammonnitrat, wie dort angegeben ist. In der- 
selben Weise ist auch die Anmerkung auf S. 132 zu berichtigen. 

b) Der vorletzte Satz des Absehnitts «Ausfiihrung der 
Phosphorsiiurebestimmung», 8S, 135, wird zweckmibig, wie 
folgt, erganzt: 

Nach volligem Abkiihlen unter der Wasserleitung und 
Erginzen der Fliissigkeitsmenge auf etwa 1390 ccm 
wird durch Hinzufiigen von 6—8& Tropfen Phenolphtaleinlosung 
die Fliissigkeit stark gerOtet usw. 
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IV. Salzsciurebestimmun q. 


Zu S. 137, Abs. 2, ist noch zu bemerken, dai das Kochen 
des sauren Destillats bei der Analyse von stickstoffhaltigen 
Substanzen, besonders Proteinstoffen, nicht, wie fir alle 
Fille angegeben, 5—10 Minuten, sondern etwa '/e Stunde 
dauern muf, weil nicht nur die mitiibergegangene salpetrige 
Saure zum grobten Teil, sondern auch die nach Plimmer?) 
aus sticksto(fhaltigem Material bei der Destillation mit Saure- 
gemisch sich bildende Blausiure und zwar vollstiindig zu 
entfernen ist. Das dabei verdampfende Wasser mul wiihrend 
des Kochens ergiinzt werden. 


1) Journ. of Physiol. Bd. 31, S. 65 (1904). 

















Zur Schwefelbestimmung mittels Natriumperoxyd. 
Von 
Albert Neumann und Joseph Meinertz. 
(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. August 1904.) 


In einer Abhandlung: «Uber Schwefelbestimmungen in 
verschiedenartigen animalischen Substanzen und in Haaren von 
Tieren verschiedenen Alters» hat Diiring!) die Vorziige an- 
gegeben, welche die SubstanzzerstOrung mittels Soda und 
Natriumperoxyd vor den Methoden von Liebig und Carius 
hat. Er benutzt das Verfahren von Hoehnel-Glaser in der 
v. Asbothschen Modifikation und erhilt bei Schwetelbestim- 
mungen in Haaren, Hufen, Fleisch sehr gut mit den alteren Me- 
thoden iibereinstimmende Werte. Auch von anderen ist diese 
Methode mehrfach angewendet worden, so von Friedmann?) 
bei der Ermittelung der Konstitution des Cystins, von Sadikoff?) 
bei tierischen Leimstoffen. Letzterer sieht sich bereits genotigt, 
die von v. Asboth angegebenen Mengen von Soda und Peroxyd 
zu andern, um vollstandige Schmelze und Veraschung zu erzielen. 

Von uns angestellte Versuche mit Hornspiihnen und Casein 
haben nun ergeben, dafi sowohl mit den urspriinglichen wie 
mit den von Sadikoff geinderten Mengen von Soda und 
Peroxvd bei Anwendung einer kleinen Spiritusflamme nur durch 
vielstiindiges (6—8 Std.) Erhitzen eine Schmelze zu erzielen ist, 
wahrend bei Zufiihrung grOberer Hitze leicht Verpuffen oder 
Entziindung und somit Substanzverlust eintritt. 

Will man nun das Verfahren zweckmiibig modifizieren, 
so hat man einerseits dafiir zu sorgen, dali man selbst bei 





1) Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 281 (1896). 
?) Beitrage zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. 3, 8. 1 (1902). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 396 (1903). 




























9O = ° 
ae) Albert Neumann und Joseph Meinertz, 


miabiger Flamme leicht eine Schmelze erzielt, und andererseits 
die Mengen und den Zusatz des Peroxyds so zu regulieren, 
dafi Verpuffen und Entziindung des Veraschungsgemischs aus- 
geschlossen ist. Das letztere erreicht man leicht, wenn man 
das Peroxyd nicht mit einem Male, sondern portionsweise (etwa 
3 Portionen) zusetzt; fiir den ersteren Punkt dagegen war die 
Tatsache magebend, daB Kaliumnatriumkarbonat viel 
schneller schmilzt als Soda. Wie bekannt, verwendet man 
deshalb auch bei der AufschlieBung von Silicaten u.s.w. diese 
Kalinatronverbindung viel zweckmiabiger als einfaches Natrium- 
karbonat. Es scheint tiberhaupt, dafBi die Anwesenheit von 
Kali neben Natron bei solehen Schmelzen und Veraschungen 
einen wesentlichen Vorteil bietet. Unsere Versuche haben nun 
ergeben, dafB man, wenn man das Verfahren nach den obigen 
Gesichtspunkten modifiziert, auch bei sehr schwer verbrennlichen 
Substanzen wie Casein und Hornspithnen verhiltnismabig schnell 
zum Ziele kommt und sehr gute Resultate erhilt. 

Sowohl bei der Veraschung mit Peroxyd nach Asboth 
wie bei der Liebigschen Substanzzerstérung durch Atzalkali und 
Salpeter ist die Benutzung einer Spiritusflamme vorgeschrieben. 
Durch unsere Versuche konnte dagegen festgestellt werden, 
daly durch die Anwendung eines Bunsenschen Gasbrenners 
keinerlet Fehler entstehen. Bei der von uns vorgeschlagenen 
Modifikation ist sogar eine Gasflamme erforderlich, weil am 
Ende der Veraschung eine solche Temperatur notig ist, wie sie 
eine Spiritusflamme nicht erzeugt. 

Ausfiihrung der Bestimmung: 1g Substanz (z. B. Casein) 
wird mit 5g Kaliumnatriumkarbonat und 21/2 ¢ Natriumperoxyd 
in einen Nickeltiegel von etwa 100 cem Inhalt innig vermengt 
und tiber einer kleinen Gasflamme ungefiihr 1 Stunde lang 
erhitzt, bis die Mischung vollig zusammengesintert ist. Nach 
kurzer Abkiihlung (etwa 5 Minuten) werden wieder 21/2 g Peroxyd 
zugesetzt: dann wird mit kleiner Flamme noch einmal etwa 
1 Stunde erwarmt, und zwar bis die Hauptmenge sich verfliissigt 
hat. Hlierauf entfernt man den Gasbrenner, gibt noch 2 g 
Peroxyd hinein und gliiht ca. 1/4 Stunde, indem man die Flamme 
allmihlich bis zur vollen Stirke vergrOfert. Alsdann ist vollige 
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Verfliissigung eingetreten. — Der Tiegel bleibt dauernd bedeckt. 
Man kann die Schmelze wiihrend der ganzen Veraschung sich 
selbst tiberlassen; Verpuffen und Entziindung der Substanz sind 
sicher zu vermeiden, wenn man nur darauft achtet, dafB man 
die Gasflamme bis zur letzten Viertelstunde, besonders aber 
am Anfang, nicht zu grob macht. 

Die erkaltete Schmelze hat infolge geringer Mengen bei- 
gemengten Nickeloxyds eine grinlich-graue Farbe. Sie wird im 
Tiegel mit Wasser tibergossen und bedeckt (wegen der Gas- 
entwickelung) mit kleiner Flamme bis zur LOsung erhitzt. Die 
Fliissigkeit wird in ein becherglas tbergespult, mit bromhaltiger 
Salzsiiure vorsichtig (Bedecken mit einem Uhrglas) sauer ge- 
macht und nun auf dem Wasserbade einige Zeit erhitzt, wobei 
eine klare, griinliche LOsung entsteht. Da bei diesem Verfahren 
die Substanz vollstandig verbrennt, so bleibt keine Kohle zuriick, 
Filtrieren ist daher unnotig. Sodann wird in der tiblichen Weise 
heifi mit Chlorbaryum gefallt, filtriert und das Baryumsulfat nach 
dem Glihen gewogen. 

Bei leicht verbrennlichen Substanzen mul man besonders 
zu Anfang weniger Peroxyd (etwa 1 statt 2!'l2 ¢) nehmen. 

Resultate: Zur Priifung der Methode wurden folgende Be- 
stimmungen ausgefiihrt: 

a) Zunichst wurde eine Mischung von 1 g reinem Trauben- 
zucker und 10 cem einer Schwefelnatriumlésung, deren Schwefel- 
gehalt 0,1502 BaSO, entsprach, nach dem vorbeschriebenen 
Verfahren behandelt; die hierbei gefundene Schwefelmenge ent- 
sprach 0,1307 BaSO,, war also mit der ohne Veraschung er- 
mittelten tbereinstimmend. 

Dieses Resultat hat aber insofern noch ein Interesse, weil 
es unter Benutzung einer Gasflamme erhalten worden ist und 
zeigt, dafi man unter diesen Umstiinden keine héheren Werte 
bekommt. Die Hitze einer Spiritusflamme dagegen geniigte bei 
der angegebenen Modifikation nicht. Der gleiche Ansatz der 
oben beschriebenen Mischung von Traubenzucker und Schwefel- 
natrium zeigte sich unter Benutzung einer Spiritusflamme nicht 


Fon 


vollstiindig verascht, da er beim Auflésen Kohle hinterlieB und 
einen Schwefelgehalt ergab, welcher nur 0,1262 BaSO, entsprach. 


J y : og , 
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b) Die folgenden Resultate wurden mit kiuflichem Casein 
und fein zerriebenen Hornspihnen erhalten. 


Casein. 
1.2135 g Substanz gaben 0,0653 g BaSO, = 0,7389°/o S 
1.0195 >» “ > Q.0550  » > 0.7411°%/o » 
1.0410 >» > > 0.0559 » = 0,7374°o » 


Hornspédhne. 


0,4928 g Substanz gaben 0.1055 g BaSO, = 2,940°o S 


0,9103° » > > 01092 » —= 2.938% » 























Notiz zur Darstellung kristallinischer Eiweifstoffe. 
Von 


Dr. Michael Cohn. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts zu Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. August 1904.) 


Bei der Herstellung gréBerer Mengen kristallinischen Ov- 
albumins und Serumalbumins wurden einige Beobachtungen 
gemacht, welche die bisherigen Angaben tiber den Gegenstand 
in einigen Punkten ergiinzen resp. berichtigen. 

Ovalbumin. 

Fiir das Gelingen der Kristallisation aus HiihnereiweiB 
ist, wie sich herausstellte, die Frische der zur Verwendung 
gelangenden Kier von wesentlicher Bedeutung, was schon von 
einigen behauptet, von andern aber geleugnet wurde. 

So lange wir uns wihrend der Wintermonate, in die 
unsere Versuche fielen, der im Handel kéuflichen Eier bedienten, 
hatten wir, auch wenn diese im tbrigen dem Geruch und Ge- 
schmack nach ganz einwandsfrei erschienen, regelmibig Mib- 
erfolge: die Abscheidungen blieben amorph. Erst als wir uns 
direkt vom Lande Eier zu verschafien wubten, die bestimmt 
erst einige Tage vorher gelegt waren — was tbrigens in der 
genannten Jahreszeit gewisse Schwierigkeiten bot —, gelang es 
ohne weiteres, die charakteristischen Kristalle zu erhalten. Zur 
Ausfallung bewahrte sich hier gut die 10°/oige Essigsiiure, von 
der nach Ausfallung der Globuline mittels gesiittigter Ammon- 
sulfatl6sung bis zur bleibenden Triibung, beiliiufig ca. 1,8—-2 cem 
auf 100, zugesetzt wurde. Wurden die ausgeschiedenen Kristalle 
nach mehreren Tagen abfiltriert und der Mutterlauge von neuem 
Essigsdure bis zur bleibenden Triibung zugefiigt, so wurde 
regelmisbig noch eine zweite, wenn auch spiarlichere Ausbeute 
an Kristallen gewonnen. 
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Serumalbumin. 


Auch fiir das Gelingen einer guten Abscheidung von Serum- 
albuminkristallen aus Pferdeblut scheint eine modglichst baldige 
Verarbeitung des Blutes vén Bedeutung zu sein, obwohl es 
hier gelegentlich auch noch moéglich war, aus Blut, das bereits 
leichten Fiiulnisgeruch aufwies, Kristalle zu erhalten. Als Aus- 
gangsmaterial eignete sich ebenso das durch Schlagen oder 
Absetzenlassen des Fibrinkuchens gewonnene Serum wie auch 
das durch Kaliumoxalatzusatz erhaltene Blutplasma. Auch hier 
veschah der Siiturezusatz bis zur beginnenden bleibenden Tribung 
und bendtigten wir zu diesem Zwecke von der zur Verwendung 
gelangenden ®/5 H,SO, in der Regel 10—12—-14 cem pro 100 cem 
Fliissigkeit. Die vollstiindige Abscheidung der Kristalle geschah 
mitunter nur sehr allmiihlich. Von deutlichem Einflusse hierauf 
erwies sich die Temperatur, bei der die Kristallisation vor sich 
ging, und zwar in dem Sinne, dafi sie bei Kilte langsamer 
und auch spiirlicher, bei Zimmerwarme hingegen rascher und 
reichlicher erfolgte. Beim erstmaligen Auflosen der kristallinischen 
Abscheidung in Wasser wurde regelmiibig ein geringer amorpher 
unloslicher Riieckstand beobachtet; gelegentlich war auch noch 
beim zweiten Umlésen ein ganz geringfiigiger unloslicher Riick- 
stand da: beim weitern Umkristallisieren indessen wurden 
keinerlei Beobachtungen eines Unloslich- und Amorphwerdens 
der Kristalle, wie es von anderer Seite erwihnt wird, gemacht, 
vielmehr lésten sie sich jedesmal, wenn auch langsam, so doch 
vollkommen in Wasser auf und konnten aus der wiisserigen 
Losung durch gesiittigte Ammonsulfatlbsung immer wieder von 
neuem gewonnen werden. Auf diese Weise wurden 6 und 7 
Kristallisationen unschwer erhalten. Auch die Angabe, daf beim 
Umkristallisieren die Serumalbuminkristalle immer kleiner wer- 
den, konnten wir nicht bestiitigen. Wohl beobachteten auch 
wir mitunter Fiillungen, die fast ausschlieblich aus sehr kleinen 
Nadeln bestanden; indessen konnten wir feststellen, daf die 
Grobe der Kristalle nicht sowohl von der Hiiufigkeit des Um- 
kristallisierens als vielmehr von der Art der Ausfiihrung des- 
selben abhiingig ist, speziell davon, ob die Kristalle aus den 













































° . . ° _° cn 2 ge 
Notiz zur Darstellung kristallinischer Eiweifstoffe. ‘3 





Lésungen langsamer oder rascher zur Ausfiillung gebracht wer- 
den. Setzt man niimlich zu der wiisserigen LOsung der Eiweib- 
kristalle die gesiittigte Ammonsulfatldsung vorsichtig hinzu und 
zwar nur bis zur eben merklichen Triibung, so kommt es zu 
einer sehr langsamen Ausscheidung, die oft erst in einigen 
Tagen beendet ist; die Kristalle liegen nicht) nur am Boden 
des Gefii®es, sondern auch an dessen Wiinden'bilden sich zahl- 
reiche Ablagerungen, und in diesem Falle pflegen die groben 
Kristallformen, Prismen und Nadeln, iiberwiegend oder aus- 
schlieBlich vertreten zu sein. Wird hingegen die Ammonsulfat- 
ldésung etwas reichlicher hinzugefiigt, so kommt es zu einer 
ziemlich raschen Ausscheidung der Kristalle aus der Losung, 
und dabei erhalt man vornehmlich die ganz -kleinen Formen. 





Zur Kenntnis des Glutokyrins. 
Von 
M. Siegfried. 





(Der Redaktion zugegangen am 19. August 1904.) 


Die Analysen des Glutokyrinsulfates!) hatten ftir das 
Kyrin zu der Formel C,,H,,N,0, gefiihrt. Diese Formel fand 
in Berticksichtigung der bei den Spaltungen des Kyrins ge- 
wonnenen Resultate ihre einfachste Erklarung in der Annahme, 
dafi die Konstitution des Glutokyrins einer aus 1 Mol. Arginin, 
1 Mol. Lysin, 1 Mol. Glutaminsiure und 2 Mol. Glykokoll 
unter Austritt von 4 Mol. Wasser aufgebauten Verbindung 
entspricht. Hierbei war die Bildung von Glykokoll bei der 
hydrolytischen Spaltung wahrscheinlich gemacht worden, aber 
nicht bewiesen. Dies wird in folgendem nachgeholt. 

40 g Sulfat (C = 31,669/o, H=6,14°/o, N= 15,809/o; 
berechnet C= 31,86°/0, H=5,61°%o, N= 15,98°%/o) wurden 
mit 200 ¢ Wasser und 100 g Schwefelséure 6 Stunden gekocht. 
Die mit Wasser verdiinnte Losung wurde mit Phosphorwol- 
framsidure ausgefillt, das Filtrat vom Phosphorwolframsiure- 
niederschlag mit Baryt behandelt, der UberschuB des letzteren 
durch Ammonkarbonat entfernt. Der durch Eindampfen er- 
haltene Riickstand wurde in Wasser gelést, die Glutaminsiure 
durch Silbernitrat und ammoniakalische Silberlésung gefallt. 
Das Filtrat wurde durch Schwefelammonium entsilbert, der 
eingedampfte und getrocknete Ruickstand mit Alkohol zur Ent- 
fernung des Ammoniumnitrates ausgekocht. Der jetzt bleibende 
Riickstand wurde in wenig Wasser und etwas Ammoniak ge- 
lost, mit Alkohol, bis die eben entstehende Triibung gerade 





1) M. Siegfried, Ber. d. Konigl. Sachs. Gesellsch. d. Wissensch., 
1903, 5. 63. 










































Zur Kenntnis des Glutokyrins. 40 


noch verschwand, versetzt und in siedenden Alkohol eingetragen. 


Die nach dem Erkalten ausgeschiedenen Kristalle wurden aus 
verdiinntem Alkohol unter allméhlichem Zusatz von absolutem Al- 
kohol umkristallisiert. Sie bildeten lange, kantige mikroskopische 
Prismen, wie auf gleiche Weise kristallisiertes Glykokoll. Diese 
schmolzen im Kapillarrohr bei 232° (unkorr.), nachdem sie sich 
schon vorher gebraunt hatten. 

Die Analyse bestatigte, dab Glykokoll vorlag: 


I. 0.2051 g Substanz erforderten 27,15 ccm ®/10 


Il. 0,1664 » > gaben O,1960 g CO, und 0.1066 g H,O. 
Gefunden : Berechnet fiir C,H,NO, : 
C 32,18 %Jo 31,96 °/o 
H 6,97 °/o 6,71°/o 
N= 18,52°/0 18,70 °/o 


In diesem Falle und bei mehreren zu dem Zwecke aus- 
gefiihrten kleineren Spaltungsversuchen wurde die Glutamin- 
sdure uber das Silbersalz bestimmt. In allen Fiillen wurde 
viel weniger gefunden, als 1 Mol. der Séure auf 1 Mol. Kyrin 
entspricht. Man hat hier zuniichst an 3 Méglichkeiten zu denken: 
Erstens kann die Spaltung in verschiedener Richtung erfolgen,*) 
zweitens kOnnen zum Teil sekundiire Produkte entstehen, wobet 
zunachst an die Pyrrolidonkarbonsiiure zu denken ist, drittens 
koOnnen bei der Einwirkung der Schwefelséure Verbindungen 
entstehen oder als Zwischenprodukte tbrig bleiben, welche 
Glutaminsaéure als Komplex enthalten. 

Mit der Bearbeitung dieser Fragen ist Herr O. Pilz im 
hiesigen Laboratorium beschaftigt. 





* Vel. 1. c., &. 34. 











Uber Caseinokyrin. 
Von 
M. Siegfried. 


(Der Redaktion zugegangen am 19. August 1904.) 


Nachdem der Nachweis erbracht war,!) dafi aus dem 
Giutintrypsinpepton und aus Glutin durch geeignete Zersetzung 
mit Salzsiure ein basischer Kern, das Glutokyrin, abgespalten 
wird, ergab sich die Aufgabe, zu priifen, ob auch eigentliche 
KiweibkoOrper einen gleichen oder ahniichen Kern enthalten. 
Bei der Sonderstellung, welche das Glutin in der Reihe der 
Proteinsubstanzen einnimmt, war es nicht angingig, einen 
basischen Eiweibkern anzunehmen, solange ein solcher nur 
fir das Glutin nachgewlesen war. 

Tatsiichlich abt sich ein solcher Kern sowohl aus dem 
Fibrin als auch aus dem Casein isolieren. 

Diese Kyrine, die nunmehr den Namen Protokyrine be- 
anspruchen kOnnen, sind sehr ahnlich, unterscheiden sich aber 
nicht unwesentlich von dem Glutokyrin. Die eingehende Unter- 
suchung des Fibrinokyrins wird von Herrn H. Geide ausge- 
fiiurt. Hier sei tiber das Caseinokyrin berichtet. 


Darstellung des Caseinokyrins. 


Die Zersetzung des Caseins geschah durch Digestion mit ea. 
dem zehnfachen Gewichte teils 12°/oiger, teils 16°/oiger Salz- 
siiure withrend 3 Wochen bel 38—39°, wobei tiiglich um- 
geschiittelt, wurde. Hierauf wird das dunkle, mit den Wasch- 
Wuassern vereinigte Filtrat zunachst unter kraftigem Ruhren 


') M. Siegfried, Ber. d. Konigl. Séchs. Gesellsch. d. Wissensch., 


1903, S. 63. 










































Uber Caseiokyrin. 


mit 10°%/oiger PWS-Losung, dann mit ca. 50°/oiger gefiillt. 


Der so entstehende Niederschlag saugt sich nicht so gut wie 
der bei der Zersetzung von Gelatine erhaltene ab, weil das 
Phosphorwolframat des Histidins beigemengt ist. Hingegen 
filtriert der kalt gefallte PWS-Niederschlag des reinen Caseino- 
kyrins gleich gut wie der des Glutokyrins im Gegensatz zu 
dem kaltgefallten PWS-Niederschlag der Hexonbasen. Das Aus- 
waschen geschieht mit 5°/oiger Schwefelsiiure, in der das Phos- 
phorwolframat des Kyrins viel weniger lOslich ist, als in 5°/oiger 
Schwefelsiiure -+- 5°/ciger PWS, bis zur Chlorfreiheit. Hierbei 
lost sich ein Teil von PWS-Verbindungen auf. Der Nieder- 
schlag wird in Wasser und Ammoniak bei 30—40° geloést 
und mit Barythvdrat unter Vermeidung eines wesentlichen Uber- 
schusses zersetzt. Das Filtrat vom Barytniederschlage liefert 
nach Zusatz von etwas Ammoniumkarbonat und Filtrieren beim 
Kindampfen einen dunklen Sirup. Zur Entfarbung wird am 
vorteilhaftesten zu der wiisserigen Losung des Rohsirups solange 
wiisserige Bleiacetatlbsung gegeben, als noch ein flockiger Nieder- 
schlag') entsteht, das Filtrat nach Entbleiung mit Schwefel- 
wasserstolf eingedampft. In einem Falle habe ich den Roh- 
sirup in verdtinnter schwefelsaurer LOsung nach Kossel und 
Patten?) durch Mercurisulfat vom Histidin befreit und die durch 
Schwefelwasserstoff entquecksilberte Losung wieder mit Phos- 
phorwolframsiure ausgelfillt. Auch ohne Behandlung mit Blei- 
acetat oder Mercurisulfat erhaélt man nach hiiufigem Umfallen 
des Sulfates ein fast farbloses Produkt. Die Uberfiihrung in 
das Platinsalz hat sich gliicklicherweise als nicht néotig erwiesen, 
ist aber, wenn grobe Mengen Platin zur Verfiigung stehen, 
vorteilhaft, da mit dem mehrfachen Umfiillen des Sulfates, 
welches ohne Anwendung von Platin notig ist, grobe Verluste 
an Substanz verbunden sind. Eine hartniickige Verunreinigung 
ist namentlich das Tyrosin, welches in den ersten Sulfatfallungen 
stets vorhanden ist und sich durch die Millonsche Reaktion 
und das Heraufdriicken der Kohlenstoffwerte und Verminderung 

‘) Mit der Untersuchung dieses Niederschlages bin ich zur Zeit 


beschiiftigt. 


*) A. Kosselu. A. J. Patten. Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 40. 
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der Stickstoffwerte zu erkennen gibt. Die Umfillung geschieht 
am besten aus 5°/olger Schwefelséure in Alkohol, wobei etwa 
auf 15 cem der schwefelsauren Lésung 11 Alkohol absolut zu 
nehmen ist. Vorteilhaft fallt man das Rohsulfat zunachst einige 
Male als Ol, durch allmiihlichen Zusatz von Alkohol zu der 
schwefelsauren L6sung des Kyrins. Selbstverstindlich ist nur 
die Priifung des Sulfates, namentlich die Elementaranalyse maf- 
gebend dafiir, ob das Sulfat rein oder noch weiter umzufillen 
ist. Das Sulfat, welches in absolutem Alkohol unldslich ist, 
wird mit Alkohol bis zum Versagen der SO,-Reaktion gewaschen. 

Bei der Bildung des Kyrins aus Casein wird Pyrrolidin- 
karbonsiure abgespalten. Zur Isolierung derselben wurde das 
alkoholische Filtrat des Kyrinsulfates unter Fallung mit Kali- 
lauge versetzt, bis Lackmus, nicht aber Kongo auf Saure reagierte, 
und eingedampft. Der Riickstand wurde mit absolutem Alkohol 
extrahiert, das Filtrat mit ca. 3/2 Volumen Ather versetzt, das 
Filtrat eingedampft, der Riickstand mit absolutem Alkohol auf- 
genommen, der Riickstand dieser LOsung in Wasser gelost und mit 
frisch gefilltem anhydrischen Kupferoxydhydrat gekocht. Aus der 
alkoholischen Lésung wurde durch Ather das Kupfersalz abge- 
schieden: die aus diesem durch Zersetzung mit Schwefelwasser- 
stoff erhaltene Séure war jedoch nicht zur Kristallisation zu 
bringen. Deshalb wurde nach dem Vorgange von Kossel und 
Dakin?!) mit Sublimat, und zwar unter Zusatz alkoholischen 
Ammoniaks gefallt. Nach Zersetzung dieses Quecksilbernieder- 
schlages mit Schwefelwasserstoff wurde mit Silbersulfat ent- 
chlort, nach Entfernung des Silbers durch Schwefelwasserstoff 
und der Sechwefelsiiture durch Barythydrat kristallisierte nach 
Kindampfen die Séure. Dieselbe erwies sich nach dreimaliger 
Kristallisation aus Alkohol als a-Pyrrolidinkarbonséure. Als 
Schmelzpunkt wurde ebenso wie von Kossel und Dakin 223° 
unkorr. gefunden; vorher war jedoch die Substanz weich ge- 
worden. Obgleich die Mengen alkoholléslicher Siure und alkohol- 
loslichen Kupfersalzes sehr bedeutende waren, so war doch die 
Ausbeute an reiner kristallisierter Siiure so gering, daf nach 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 410. 
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Ausfiihrung der Analyse die Bestimmung der optischen Drehung 
nicht moglich war. 


I. O13875 g Substanz gaben 0,0981 g H,O und 0.2638 g CO, 


Il. O.1608 » erforderten 14,25 cem ®/10 5S. 
Gefunden : Berechnet fiir C,H,NQ, : 
C  52,44°/o D212 °/o 
H 7.98 2/0 7.88 9/0 
N 12.41 °/o 12.20) °'y 


Das Caseinokyrinsulfat 


ist ebenso wie das Glutokyrinsulfat bisher nicht kristallisiert 
erhalten worden. Hingegen kristallisiert das Phosphorwolframat 
des Caseinokyrins ganz ahnlich wie das des Glutokyrins,!) voraus- 
gesetzt, dai es, wie jenes, aus der LOsung der Base oder der 
mit Natronlauge alkalisierten LOsung des Sulfates mit Phosphor- 
wolframsiaure ohne Gegenwart von Mineralsiiuren gefallt und 
aus heifem Wasser umkristallisiert ist. Das Caseinokyrin gibt 
die Biuretreaktion ebenso wie das Glutokyrin, deutlich, aber 
nicht so lebhaft rot wie die durch Verdauung erhaltenen Pep- 
tone, mit einem Stich nach Bordeaux zu. In der wiisserigen 
Losung des Kyrins erzeugt Mercurisulfat eine Fiillung, dieselbe 
ldst sich jedoch auf Zusatz von verdiinnter Schwefelséuse und 
entsteht dementsprechend nicht wie die des Histidins in ver- 
diinnter schwefelsaurer LOsung. Das Kyrinsulfat, auch das aus 
wasseriger Losung umgefallte, gibt deutliche Kongoreaktion. 
Besondere Sorgfalt wurde auf die Priifung auf die Gegen- 
wart der Sulfate des Arginins und des Lysins im Kyrinsulfat 
verwendet. Mit keiner Methode gelang es, selbst bei durch 
Monate fortgesetzten Kristallisierversuchen im Eisschrank, Spuren 
des Lysinpikrates oder des bei Verwendung geniigender Mengen 
Platinchlorides aus lysinhaltigen Gemischen sicher entstehenden 
Platindoppelsalzes noch des sauren Argininsilbersalzes zu er- 
halten. Wurde jedoch Lysin oder Arginin zu Kyrinsulfat ge- 
setzt, konnten diese Basen als Platinsalz bezw. Silbersalz nach- 
gewlesen werden. 
Die Einheitlichkeit wird erstens durch die Konstanz der 


1) Siehe Abbildung Il. ec. 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIII. 
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erwiesen. 


handen., 


von Luft, die mit 


verlotet ist. Das 


auf 95° erwirmt. 


1) Diese Zeitschrift, Be 


spiiteren Mitteilung einge 


innere 


M. Siegfried, 


losungen lief sich Tyrosin nachweisen. 
den Rohsulfaten Tyrosin selbst oder ein Tyrosin bei der voll- 
stiindigen Spaltung lieferndes Spaltungsstiick des Caseins vor- 
Die Verluste beim Umfallen sind sehr bedeutend; aber 
gerade deshalb ist die Konstanz der Fraktionen beweisend fir 
die Einheitlichkeit der Substanz. 

Die Konstanz der optischen Aktivitét der verschiedenen 
Fiillungen, die von meinen Mitarbeitern und mir’) fiir die Pepsin- 
und Trypsinpeptone erwiesen wurde, kam hier nicht in Betracht, 
da das Caseinkyrinsulfat optisch inaktiv ist. Auf die Tatsache, 
dai das Kyrinsulfat inaktiv, wahrend die isolierten Spaltungs- 
produkte simtlich rechtsdrehend sind, werde ich in einer 


hen. 


bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 
geschah dies in bekannter Weise bei gleichzeitigem Uberleiten 
Schwefelsaure getrocknet war. 
Zwecke habe ich einen Apparat konstruiert, der in der Haupt- 
sache aus einem Messingrohr von 1 em Querschnitt besteht, 
das mit einem weiteren mit einem Tubus versehenen konzentrisch 
wird durch 
siedende, durch einen aufgesetzten Kihler riicklaufende Wasser 
In dem eingeschobenen Glasrohre haben 
bequem 4 Schiffchen Platz. Das iber Schwefelsaure getrocknete 
Sulfat hilt hartniieckig Alkohol zuriick, der tiber Schwefelsiéure 
lberhaupt nicht entweicht. So wurde ein Sulfat, welches vorher 


Rohr 


Zusammensetzung, zweitens durch die des durch Zersetzung mit 
Schwefelsiiure erhaltenen Basenstickstoffs beim haufigen Umfallen 
Hierbei ergab sich regelmabig fiir die Produkte der 
ersten Fiillungen eine abweichende Zusammensetzung, ein hOherer 
C- und niedrigerer N-Gehalt, sowie ein geringer Basengehalt 
der durch Schwefelsiiure erhaltenen Zersetzungslosungen. Solche 
Produkte gaben die Reaktion von Millon, in den Spaltungs- 


Entweder ist also in 


Zusammensetzung des Caseinokyrinsulfates. 


Das Sulfat wurde zur Analyse bei 65—70°, spiiter bei 95° 


Am vorteilhaftesten 


das 


Zu dem 


im duberen 


1. XXXVUI, S. 259 ff., und Bd. XLI, S. 68. 
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uber Schwefelsiure im ganzen getrocknet war, auf Schiffchen 
vom 22. Dezember vor. J. bis 10. Februar d. J. im evakuierten, 
mit frischer Schwefelsiure beschickten Exsikkator belassen. Die 
Abnahme betrug wihrend der 50 Tage nur 3°/o. Bei 70° nahm 
dieses Sulfat noch 23°/oab. Die Analyse des bei 70° getrockneten 
Sulfats gab 31,72°/o C und 6,17°/o H, 14,56°/o N, das 50 Tage 
liber Schwefelséure getrocknete 35,80°%o0 C, 7,46°/o Hund 
10,40°/o N (Dumas)! Das tber Schwefelséiure getrocknete Sulfat 
hatte aufer etwas Wasser noch tiber 5 Mol. Alkohol zuriick- 
gehalten! Ja anfangs war mit der Moglichkeit zu rechnen, dab 
das bei 70° bis zum konstanten Gewichte getrocknete Sulfat 
noch Alkohol im Molekiil enthielte, denn durch Destillation einer 
grOBeren Menge bei 70° konstant getrockneten Sulfates war im 
Destillate Alkohol mit der Jodoform- und Aldehydprobe nachzu- 
weisen. Diese Proben fielen jedoch negativ aus, nachdem dieses 
Sulfat bei 95° im oben beschriebenen Apparate getrocknet war: 
hierbei fand nur eine Dezimilligramme betragende Abnahme statt 
und die Zusammensetzung der Substanz hatte sich nicht geandert. 
Analysen.!) 

A. Darstellung I. 500 g Casein Merck «nach Hammarsten 
purissimum». 95,5 Liter 16°/oige Salzsiure. Das direkt erhaltene 
Sulfat gab 14,5°/o N, aber 34,3°/o C und ca. 0,5°/o Asche. 

I. Die Lésung von 22 g «biichsentrocknem» Sulfate in 
50 ccm 10°%/oiger H,SO, wurde in 4,5 | Alkohol verriihrt. Nach 
der Fallung wurde noch 1 Stunde weiter geriihrt. 

1. 0,1915 g Substanz gaben 0,2192 g CO,, 0,0995 g H,O und 0,0010 ¢ 

Riickstand. Aschefrei: C = 31,38°%o, H = 5,84, 

2. 0.1912 g Substanz gaben 24,2 ccm tr. N, 22°, 758 mm; N = 14,609/o. 

Il. Praparat | aus Wasser ungefillt; das so erhaltene Sulfat 
aus 5°/oiger Schwefelséiure umgefiillt, also 2 mal umgefilltes 
Sulfat. Asche: Spuren. 


3. 0,1806 g Substanz gaben 6.2094 g CO, und 0,0928 ¢g H,O; 


C = 31,62°, H = 6,08%. 
4. 0,1891 » . 2 23,9 ccm tr. N, 18°, 757 mm; N = 14.79% bo. 





‘' Von den im folgenden mitgeteilten Analysen sind die bereits 
in der vorliufigen Mitteilung (Ber. d. Kénigl. Siichs. Ges. d. Wiss., 1904. 
5S. 117) angefiihrten von Herrn E. Singewald ausgefiihrt worden. 
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Von Priaparat Il, also 2 mal umgefalltem Sulfat, 10 ¢ in 
30 cem 5°/oiger Schwefelsiure in Alkohol geféallt. Ausbeute 


6 g. Aschefrei: = also 3 mal umgefiilltes Sulfat. 
6. OL9L8 g Substanz gaben 0,2269 g CO, und 0,0974 g H,O; 

‘ C. = 32.27°0, H = 566% 
7. OA892 » (auf 100° erhitzt) 0,2214¢ CO, oe 

C = 31,92°/o, H = 6.21% 

8. OL960 » > >» 25,5 ccm tr. N, 16°, 744 mm: N = 4: B05 ")0 
G9 OA9IOSR » . > 944 >» » » 199 765 » _= - 15.07° 
10. 0.1937 » > > 0,1589 g BaSO,; S = 11,27°%o. 


IV. Praparat I, also 2 mal um¢gefiilltes Sulfat, mit der 
dreifachen Menge 10°/oiger Schwefelsiure 144 Stunden im Brut- 
schrank digeriert. Hierauf das Sulfat durch Alkohol und Ather 
als Olige Schicht gefallt, dieselbe nach Abziehen des Alkohols und 
Athers in 5°/oiger Schwefelsiiure gelist und in Alkohol verriihrt: 
= also 4 mal umgefiilltes Sulfat oder 5 mal gefilltes Sulfat. 
11. OL481 g Substanz gaben 01723 g CO, und 0,0810 g H,O; 

CG = Sf, 72%, H = 6. 17 jo. 


12. 01575 » 0.1846 g CO, und 0,0916 ¢g H,O; 

C = 31.69%, H = 645°. 
13. O1431 » > > 18,2 ccm tr. N, 16°, 745 mm; N = 14,699, 
14. O1339 » > » 166 >» » » 16°, 736 = 14,54°/ 


1d. OL576 >» >» 0,1356 g BaSO,; S = 11,81°/o 

6. Darstellung Il. 68 g selbst dargestelltes und umge- 
fiilltes Casein + 1 Liter 12,5°/oiger Salzsiure. 20 Tage im 
Brutsechranke. 


16. O914 g Substanz gaben 24,2 ccm tr. N, 19°, 755 mm; N = 14,68 °%o. 


17. O1755 » > > 02071 g CO, und 0,0894 g H,O; 
CG = 32.1890, H = 5.70%o. 
18. 0.1772 >» > >» 0.1598 g BaSO,; S = 11,60°/o 


C. Darstellung Il. 0.5 kg Casein Merek «nach Ham- 
marsten purissimum» mit 4,5 1 12,5°/oiger Salzsiiure 21 Tage 
im Brutschrank. Von dem aus dem PWS-Niederschlage ge- 
wonnenep Rohsirup wurde ca. !/3 mit Schwefelsiiure bis zur 
Kongoreaktion versetzt und mit soviel 5°/oiger Schwefelsiure 
aufgenommen, dal die Losung 4°/o H,SO, frei enthielt. Hierzu 
wurde Mercurisulfatlbsung gegeben, bis kein Niederschlag mehr 
entstand, andern Tags filtriert. Nach Verjagen des Schwefelwasser- 
stoffes durch Durchleiten von Luft wurde mit PWS ausgefallt. 
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Der jetzt erhaltene Niederschlag saugte sich wie stets das kalt 
gefallte Phosphorwolframat der Kyrine sehr gut ab. Nach sorg- 
faltigem Auswaschen mit 5°/oiger Schwefelsiiure wurde aus 
dem PWS-Niederschlage der Basensirup hergestellt, aus ihm 
das Sulfat. Dieses wurde nochmals aus 5°/oiger Schwefelsiiure 
umegefiillt. 

19. 0.1893 g Substanz gaben 24.2 ccm tr. N, 757 mm, 22°; N = 14,73°/o. 
20. 0,2186 » >» 0.2561 ¢ CO, und 01243 g H,0; 

C 31,95° 0, H = 6,36°%o. 

Wie die Tabelle auf folgender Seite zeigt, liBt sich fiir das 

Caseinokyrinsulfat als eine der moéglichen Formeln ableiten 
CeO == CU, - SRA. 

Dab die fir S gefundenen Werte etwas zu hoch sind, 
befremdet nicht. Denn obgleich die aus schwefelsaurer LOsung 
gefallten Sulfate mit Alkohol bis zum Ausbleiben der SO,- 
Reaktion gewaschen wurden, so koénnen doch Spuren von 
Schwetelsiiure zuriickgehalten werden. 

Diese Analysen zeigen, daf das gewonnene Sulfat ein- 
heitlich ist. Bei zwei Darstellungen aus verschiedenem Materiale 
wurde dasselbe Sulfat erhalten. Bei wiederholtem Umfillen 
unter verschiedenen Bedingungen besafi das gewonnene Sulfat 
die gleiche Zusammensetzung. Bei jeder Umfiillung blieben 
30—S0°/o des Sulfates in den Mutterlaugen, es kommt also 
jeder Umfillung einer fraktionierten Fallung gleich. 

Aus dem Versuche IV geht ferner hervor, dali das Caseino- 
kyrin, wie zu erwarten war, durch andauernde Einwirkung 
von 10°/oiger Schwefelsiiure bei KOrpertemperatur nicht merk- 
lich zersetzt wird. 


Spaltungen des Caseinokyrins. 
A. Qualitative Ergebnisse. 


Zur qualitativen Untersuchung wurden sowohl die bei 
den unten zu beschreibenden quantitativen Bestimmungen ge- 
bliebenen Reste der Loésungen der Zersetzungsprodukte, als die 
aus 10 g Caseinokyrinsulfat, 2mal umgefallt (Analysen siehe 5. 44 
Nr. Ill, erhaltenen Spaltungsprodukte benutzt. Zur Isolierung 


wurde wie friher verfahren. 
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Analysen.—wer 
I 
rane I pi 
Priparat A Praparat I Praparat II 
Prozent | _- ee ee eas 
| | 7 
1 2 3 | 664 5 5 7 8 9g | 10 
| f | | 
C 31,38, — | 31.62 | — | — | 82,27 | 31,92 | — | - 
H 5,84| — | 608} — | — | 5,68] 621 | — | — | 
| | | 
N — |1460] — | 14,79); — _ — | 15,05 | 15,07 
S = —- — | — }1159f — | — | — — | 1127 
| | | 
| 














I. Basen. 


In keiner der Zersetzungsldsungen war ein Niederschlag 
durch ammoniakalisches Silbernitrat oder Mercurisulfat in 5°/oiger 
schwefelsaurer LOsung zu erhalten. Histidin entsteht also nicht 
bei der Spaltung von Caseinokyrin. 

a) Arginin als saures Argininsilbernitrat isoliert: 

Fp. korr. 184°. 
1. 0.2021 g Substanz gaben 0.0539 g Ag. 


Il. O.2008 » »  0,1300 » CO,, 0.0688 g H,O u. 0.0534 g Ag. 
HI. 0.2021 » » 35,2 ccm tr. N, 18°, 755 mm. 
Gefunden : Berechnet fiir C,H,,N,O, - NO,H - AgNO, : 
C 17,66°/o 17,68 °/o 
H 3,83 °/o 3,71°/o 
N = 20,30 °/o 20.68 °/o 
Ag 26,67°/0; 26,60°/o 26,55 °/o 


Das aus Caseinokyrin durch Spaltung mit Schwefelsaure 
entstehende Arginin dreht die Ebene des polarisierten Lichtes 
nach rechts (S. 53). 

b) Lysin. Die Losung des Chlorhydrates drehte die Ebene 
des polarisierten Lichtes nach rechts und lieferte glatt das 
charakteristische Platindoppelsalz. 
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}en- werte. 























Praparat III Praparat IV Priiparat V Be- 
| a iat alan | / oe 4 a 2 - io rechnet 
10 11 12 13 | 14 | 1d 16; 17 | 18 19 20 
| | | 
~ onan aang | { | | 
_ B72) 3169; — | —| — | — | sete) — — | 3195] 31,65 
| | | | 
f 617; 645; — | — | — ~— | 670) — _ 6.36 6.12 
) _ — | 14,69) 14,54) — |1468) — — |14,73, — 14,49 
. | 
i | | | | 
197 i — — | — /} 11,81 — | — |1160] — | — 11,03 
I. 0.2695 g Substanz gaben 0,0888 g Pt. 
I]. 0,3217 » > erforderten 10.4 cem M10 5. 
Gefunden: Berechnet fiir (C,H,,N,O,),PtCl,H, + C,H,OH : 
Pt 32,21 °/o 32,37 fo 
N 4,58 °%/o 4.67 °/o 


In einem zweiten Falle wurde das Lysin als Pikrat isoliert. 
Es kristallisierte in den charakteristischen langen Prismen. 
0.2081 g Substanz gaben 33,6 ccm tr. N, 21°, 758 mm. 
Gefunden : Berechnet fiir C,,H,,N,0,: 
N 18,70° 0 18,71 °/o 


ll. Amidosiure. 


Durch Silbernitrat und ammoniakalische Silbernitratlosung 
wurde in allen Fallen ein Niederschlag erhalten, der sich als 
glutaminsaures Silber erwies. Die Analyse des mit Salpeter- 
saure geldsten und durch Ammoniak wieder ausgeschiedenen 
Salzes gab folgende Werte: 


I. 0.2121 g Substanz gaben (bei 70° getrocknet) 0.1258 g Ag. 


II. 0,1769 » > > 01058 g CO, und 0,0356 ¢g H,O. 
Gefunden : Berechnet fiir C,H,NO,Ag, : 
C 16,31°/o 16,63 °)0 
H 2,25 °/o 1.95 °/o 


Ag 59,32% 59,81 °/ 





































Ob M. Siegfried, 


Das aus dem Silbersalz dargestellte Chlorhydrat kristalli- 
sierte in den Formen des Glutaminsaurechlorhydrates und war 
in starker Salzsaiure sehr schwer loslich, leicht loslich in Wasser. 

0.0839 g Substanz gaben 0.0670 g CIAg. 
Gefunden: Jerechnet fiir C,H,NO,- HCl 
Cl = 19,74°/o 19.31 °/o 

Fir |a]?°p wurde bei einem anderen durch Zersetzung mit 
Schwefelsiiture nur 12,5° gefunden (K = 3,215). Zum Teil lag 
also die Glutaminsiiure in der racemischen Form vor. 

Das Filtrat von der Silberfallung wurde durch Schwefel- 
ammonium entsilbert und zur vollstandigen Trockne eingedampft. 
Das gepulverte Salz wurde mit absolutem Alkohol gekocht, in 
dem es sich bis auf einen geringen Ruckstand loste. Dieser 
erwies sich als rein anorganisch. Die alkoholische LOsung des 
Ammonnitrates schied beim Erkalten nichts aus. Durch al- 
koholisches Silbernitrat und einige Tropfen alkoholischen Am- 
moniakes wurde nur eine sehr geringe gelbliche Fallung erhalten. 
Soviel ist gewib, dab bei der Spaltung des Caseinokyrins nicht, 
wie bei der Spaltung des Glutokyrins, Glykokoll oder eine 
andere in absolutem Alkohol, bezw. in einer Losung von Am- 
monnitrat in absolutem Alkohol l6sliche Amidosiure entsteht. 

Als Spaltungsprodukte lieBen sich also lediglich nach- 
weisen: Arginin, Lysin und Glutaminsaure. 

Dali kein Ammoniak bei der Spaltung mit Schwefelsaure 
gebildet wird, zeigen die quantitativen Ergebnisse. 


B. Quantitative Ergebnisse. 


Die quantitativen Spaltungen wurden nicht nur ausgefihrt, 
um die Verteilung des Stickstoffs im Caseinokyrinmolekil zu 
ermitteln, sondern auch um die Einheitlichkeit der Praparate 
zu kontrollieren. Deshalb wurden nicht nur die Sulfate ver- 
schiedener Darstellungen, sondern auch der verschiedenen Um- 
fiillungen ein und derselben Darstellung zersetzt. Die Ausftihrung 
der Methode, wie sie im folgenden gegeben wird, erscheint 
mir zur Charakteristik und Analyse von Proteinsubstanzen und 
ihrer gréBeren Spaltungsstiicke durchaus geeignet zu sein. 




















Uber Caseinokyrin. 


Methodisches. 


Die Zersetzung des Kyrins geschah nach Kossel und 
Kutscher mit einer Mischung von 1 Gewichtsteil Schwefel- 
siure und 2 Teilen Wasser, wihrend 12 Stunden. Zur Be- 
stimmung des Basenstickstoffes geniigt es, gegen 2 g biichsen- 
trocknes Sulfat mit der Mischung von 50 cem Wasser und 25 g 
Schwefelsiiure zu zersetzen. Die Reaktionsl6sung wird auf 100¢cem 
aufgefiillt. In je 20 com wird der Gesamt-N der LOsung er- 
mittelt, in je 30 cem der durch Phosphorwolframsiure fillbare 
und der nicht fillbare N. Wird wesentlich mehr Sulfat als 
2 9 zersetzt, so wird die Zersetzungslosung auf 250 ccm aulfgefiillt. 

Es ist unbedinet erforderlich, die als purissimum kiiuflich 
bezogene Phosphorwolframsiiure nach Drechsel mit Ather zu 
reinigen. Auch die Gegenwart von Salpetersdure, mit welcher 
die kéufliche Phosphorwolframsaiure oft verunreinigt ist, ist 
schadlich. Denn die Bestimmung von N nach Kjeldahl bet 
Gegenwart von Nitraten ist nach meinen Erfahrungen unzu- 
verlissig. Je schneller die Verbrennung geschieht, umsomehr 
bildet sich aus Salpeterséure Ammoniak; bel ganz langsamem 
Eindunsten mit Schwefelsiure gelingt es wohl, die Salpeter- 
siure vor wesentlicher Verkohlung der organischen Substanz 
zu verjagen und so die Bildung von Ammoniak aus Salpeter- 
siure praktisch zu vermeiden. Bei raschem Verbrennen von 
Salpetersiure mit organischer Substanz wurden jedoch in dies- 
beziiglichen Versuchen betriichtliche Mengen Ammoniak, mehreren 
Kubikzentimetern "/10 S entsprechend, erhalten. Deshalb wurde 
auch davon Abstand genommen, bei der Bestimmung des Arginin- 
und Lysin-N den letzteren aus dem Filtrate der Silberfallung 
direkt zu bestimmen. 

Die Verbrennung mit Schwefelsiure bei Gegenwart von 
Phosphorwolframsiure ist, wie jedem, welcher solche Analysen 
ausgefiihrt hat, bekannt ist, mit groben Schwierigkeiten ver- 
bunden: namentlich ist es das schwer vermeidliche Stoben, 
welches oft den Verlust der Bestimmung verursacht. Es trocknet 
aber auch leicht ein Teil an der Wandlung des Aufschlub- 
kolbens ein und gibt so zu N-Verlusten Anlaf. Ganz glatt 
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verlauft jedoch der Aufschlu8 mit dem vor kurzem!) be- 
schriebenen Apparate; der Aufschluf bei Gegenwart von Phos- 
phorwolframsiiure fordert nicht mehr Zeit als ein gewOhnlicher. 
Selbst bei Gegenwart von 25 g Phosphorwolframsaure im 
Kolbchen findet kein StoBen und Anlegen statt. Sobald die 
Mischung griinlich wird, oxydiert man mit Permanganat bei 
ausgeloschter Flamme, aber wihrend die Kolben in Bewegung 
sind. Nach dem Gelbbrennen des Inhalts oxydiert man in 
gleicher Weise noch zweimal in Zwischenréumen von etwa 
10 Minuten. Um das Anlegen wiihrend des Erkaltens zu ver- 
meiden, lift man den Apparat bis zum Erkalten der Kolben 
in Bewegung. 

Bei Berechnung der Korrektion fiir die Loslichkeit des 
PWS-Niederschlages bei Proteinsubstanzen im allgemeinen ist 
folgendes zu beachten: Bei den bisher bekannten Untersuchungen 
ist im allgemeinen nur die Loslichkeit des Argininphosphor- 
wolframates beriicksichtigt, da das Lysinphosphorwolframat nur 
wenig loslich ist. AuBer acht ist aber die Pyrrolidinkarbon- 
siiure gelassen, von deren Phosphorwolframat die Loslichkeit 
unbekannt ist. Aber auch die Beriicksichtigung der Loslichkeit 
der Phosphorwolframate des Histidins, des Arginins, Lysins 
und der Pyrrolidinkarbonsiiure witirde nicht gentigen, weil die 
Gemenge der Phosphorwolframate andere Loslichkeit besitzen 
miissen, als die Summe der Loslichkeit der einzelnen Bestand- 
teile. Als einziger Weg ergibt sich das einfache Verfahren, in 
jedem einzelnen Falle, also bei jeder Proteinsubstanz, die Los- 
lichkeit des gesamten PWS-Niederschlages zu bestimmen und 
hiernach die Korrektion zu berechnen. 

Bei dem Caseinokyrin liegen die Verhiiltnisse einfacher, 
da nur Arginin und Lysin als Spaltungsprodukte entstehen; 
wie ich weiter unten zeigen werde, deckt sich die Léslichkeit 
des genannten Niederschlages in diesem Falle ungefiihr mit der 
des Argininphosphorwolframates. 

Zweitens ist die Temperatur sehr zu beachten. Die unten 
mitgeteilten Zahlen zeigen den wesentlichen Einfluf der Tem- 
peraturen auf die Loslichkeit der Phosphorwolframate. 


'! M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 1. 
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Drittens ist die in der Waschfliissigkeit geliste Menge 
der Phosphorwolframate viel geringer, als einer Siittigung ent- 
spricht (s. unten). Hier wird man nur annihernde Werte an- 
geben konnen, da die Menge des gelisten Phosphorwolframates 
von der Beschaffenheit und Quantitét des PWS-Niederschlages 
abhingt. Jedenfalls ist es tunlich, Waschfliissigkeit und Filtrat 
getrennt zu messen. Unter Beriicksichtigung dieser Verhiilt- 
nisse gelangt man bei gleichmabigem Arbeiten zu gut iiber- 
einstimmenden Resultaten. 

Die Ausfiihrung der Fallung gestaltet sich bei den Kyrinen 
folgendermaben: Der abgemessene Teil der ZersetzungslOsung 
wird mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt, dazu eine 
zu messende Menge 10°/oiger LOsung von Phosphorwolframsiiure 
gesetzt, bis kein Niederschlag mehr erfolgt. Man priift dies, 
indem man, nachdem der Niederschlag sich etwas abgesetzt 
hat, mit einer Kapillarpipette eine kleine Menge der klaren 
Flissigkeit herausnimmt und im Reagensglas mit einem Tropfen 
PWS-Losung versetzt. Die Proben werden mit PWS-Losung, 
wenn die Fallung noch nicht beendet war, oder sonst mit etwas 
Wasser zuriickgespiilt. Nach beendigter Fallung wird mit Wasser 
nachgefiillt, bis der Gesamtgehalt der Fliissigkeit an Schwefel- 
sdure etwa 5°/o betragt: der Kolben wird auf dem Wasser- 
bade erwarmt, bis der grofte Teil des Niederschlages sich 
gelost hat. Andern Tags saugt man bei 20° Temperatur des 
Kolbeninhaltes ab und wiischt mit einem gemessenen Volumen 
5°/oiger PWS- und 5°/oiger H,SO,-Loésung (50 ecm) aus. Das 
Filtrat wird vor der Verbrennung mit Schwefelsiiture (das Ein- 
dampfen geschieht direkt im Aufschlu{k6lbchen) gemessen: das 
gefundene Volumen ergibt nach Abzug der Menge der Wasch- 
fliissigkeit die Menge des Filtrates. Der PW05-Niederschlag 
lift sich ohne Verlust mit der Filterscheibe (das verwendete 
Papier ist vorher auf N-Freiheit zu priifen) in einen Aufschluf- 
kolben bringen: etwa am Trichter anhaftende Partikeln des 
Niederschlages spiilt man mit Wasser iiber. 

Die Berechnung der Korrektionen und Prozentzahlen fiir N 
geschieht direkt nach den Kubikzentimetern ®/10 S ohne Um- 
rechnung in Stickstoff. 
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Bestimmung der Korrektionswerte. 


Fiir die Loslichkeit des umkristallisierten Argininphosphor- 
wolframates bei 20° wurden den von Gulewitsch!) ermittelten 
Werten entsprechende Zahlen erhalten: 15—16 ccm ®/10 pro 
Liter 5°/oiger PWS-, 5°/oiger H,SO,-Lésung. 

Wurde die bei 20° gesittigte und filtrierte L6sung mehrere 
Tage unter Ofterem Umschiitteln bet 10° im Kuthlschranke be- 
lassen, so schied sich ein betrachtlicher Teil in schwer filtrier- 
barer Form aus. In je 500 ccm solchen bei 10° hergestellten 
Filtrates wurde N gefunden, entsprechend 1. 3,0 cem, 2. 3,2 ccm. 
Ber 10° werden also pro Liter nur 6,1 cem gelost. Die 
Differenz zwischen der Loslichkeit bei 20° und 10°  betrigt 
also 10°) cem. 

Die Loslichkeit des aus den Spaltungsprodukten des Kyrins 
durch Schwefelsiiture erhaltenen Phosphorwolframsaurenieder- 
schlages wurde ermittelt, indem teils von der untersattigten, 
teils von der iibersiittigten zur gesattigten LOsung gegangen 
wurde, indem erstens die kristallisierten Phosphorwolframate 
mit der PWS-H,SO,-Losung in der Schiittelmaschine bis 1 Stunde 
geschiittelt, zweitens auf dem Wasserbade in jener Losung ge- 
list und auf 20—21° abgekihlt, andern Tags nach kraftigem 
Schiitteln abgesaugt wurden. Durch Bestimmung des N fiir Je 
bOO com wurden so gefunden: 

1. beim Ausgange von der untersiattigten Losung: 

a) 8,35 cem, b) 8,8 eem; 
2. beim Ausgange von der iibersiéttigten Losung: 
a) 8.3 cem, b) 8,5 cem. 

Hieraus ergibt sich fiir die L6slichkeit des aus Kyrin 
nach Zersetzung mit Schwefelséure erhaltenen PWS-Nieder- 
schlages: 16.98 cem, oder rund: 

17 cem "10 fir t Liter Filtrat. 

Fir die Loslichkeit dieses Niederschlages bei 10° wurde 
ein jihnlicher Wert wie fiir die des Argininphosphorwolframates 
bei dieser Temperatur erhalten: 500 ccm erforderten 3,55 ccm 
N'iyo = pro Liter 7,1 ccm. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXVII, S. 196. 
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Um eine Vorstellung der Mengen N, welche beim Aus- 


waschen auf der Saugplatte durch 5°/o PWS — 5°/o H,SO, ge- 
lost werden, zu erhalten, wurde 

1. das mehrfach ausgeschittelte Phosphorwolframat mit 
5°/oiger H,SO,-, 5°/oiger PWS-Lésung verriihrt und abgesaugt, 
das Filtrat weggeworfen und der Niederschlag mit 500 cem 
5°/oiger PWS-, 5°/oiger H,SO,-Losung von 22° durchgesaugt. Die 
Waschfliissigkeit neutralisierte nach Kjeldahl 4,09 com "/10 5; 

2. ein anderer Teil des Phosphorwolframates, auch dies- 
mal an Quantitiit ungefaihr der be: den Bestimmungen in Be- 
tracht kommenden entsprechend, wurde in 5°/o HSSO,— 5°/o PWS 
gelost, nach Erkalten abgesaugt und nach Weggieben des Fil- 
trates mit 500 cem Waschfliissigkeit durchgesaugt. Der darin 
enthaltene N entsprach 4,8 ccm. 

Aus den oben angefiihrten Griinden miissen die Werte 
fiir die Waschfliissigkeit schwanken. Man wird sich aber dem 
richtigen Werte sehr nihern, wenn man ansetzt als 

Korrektion fiir die Waschfliissigkeit 8,5 cem pro Liter. 


Quantitative Versuche. 


Von den hier anzufiihrenden Versuchen sind die ersten 
drei ausgefiihrt worden, ehe mir der grofe Einflufi der Tem- 
peratur auf die Loslichkeit des Phosphorwolframates bekannt 
war. Da sie im November und Dezember angestellt wurden 
und die Fallungen tiber Nacht im Kiihlzuge aufbewahrt wurden, 
sind die erhaltenen Werte fiir Basen-N etwas zu hoch, fur 
Amidosiure-N etwas zu niedrig berechnet. Da die Differenz 
jedoch nur einige Prozente betragen kann, und da sie zeigen, 
daB die verschiedenen Priparate unter gleichen Bedingungen 
nahe iibereinstimmende Werte geben, teile ich sie doch mit, 
weil trotz der ungenauen Korrektur aus ihnen, wie aus den 
spateren, die Einheitlickheit der Sulfate hervorgeht. 

Von mehreren SpaltungslOsungen wurden entsprechende 
Mengen mit Magnesia destilliert, das Destillat zur Entfernung. 
der Kohlenséure!) gekocht und nach dem Abkihlen zuriick- 


!) Fr. Miller, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 286. 
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titriert. Es wurden nur 0,1—0,2 ccm ®/10 L. verbraucht. Bei 
der Spaltung des Kyrins entstehen also héchstens Spuren von 
Ammoniak. 

Versuch I. 7 g_ biichsentrockenes, zweimal umgefalltes 
Sulfat erster Darstellung mit 68 ccm Wasser und 34 g Schwefel- 
saure zersetzt. 


Gefunden fiir Basen-N: a) 89,4°/o, b) 884° 0; Mittel: 88,9°%o 
. » Amidosiure-N: a) 10,6°/o, b) 10,5°/o; = » 10,55 °/o 


Versuch I. 6 g Sulfat erster Darstellung 4mal um- 
gefillt, mit 50 g Wasser und 25 g Schwefelsaure zersetzt. 
Gefunden fiir Basen-N: a) 88,4°/o, b) 89,8°%o; Mittel: 89,1°/o 
» Amidosiiure-N: a) 12,3°/o, b) 11,9%o;  » 12,1°/o 
Versuch III. 2 ¢g des Sulfates zweiter Darstellung mit 
hO g Wasser und 25 g Schwefelséure zersetzt. 
Gefunden fiir Basen-N: a) 86,6°/o, b) 85,6°/o; Mittel: 86,1 °/o 
Amidosiiure-N: a) 15,9%o, b) 15,5°/o; —» 15,7 °/o 
Versuch IV. 2,8 g Sulfat 2 mal umgefallt, dasselbe 
Priiparat, welches zu Versuch I verwendet wurde, 12 Stunden 
mit 80 g 25°/oiger Salzsiiure gekocht. 
Die Basenfiillung wurde zur Bestimmung des Arginins 
(S. 54) verarbeitet. Als Amidosaure-N wurde gefunden: 12,2°/0, 
wobei zu beriicksichtigen ist, dafi moglicherweise die Gegen- 
wart der Salzsaiure die Loslichkeit der Phosphorwolframate 
beeinflubt. 
Versuch V. ca. 4g Sulfat der dritten Darstellung mit 
5O ¢ Wasser und 25 g Schwefelsaure 15 Stunden gekocht, auf 
250 cem aufgefiillt. 
Basen-N: a) 84,3°/o, b) 83,3°%o; Mittel: 83,8 °/o 
Amidosiiure-N: a) 15,8°/o, b) 16,6%/o; — » 16,2°/0 
Versuch VI. DasSulfat nochmals umgefallt. Zersetzt ca. 1 g. 
sasen-N : 83,0 °/o 
Amidosadure-N: 17,5°/o 
Versuch VII. Das im vorigen Versuche verwendete 
Sulfat noch 2mal umgefallt.; ca. 1 g zersetzt. 
Basen-N: 83,9 °/o 


Amidosiure-N: 17,5°/o 














Uber Caseinokyrin. 63 
Versuch VIII. Das zu diesem Versuche verwendete 
Sulfat war auf folgende Weise umgefiallt: Die wasserige LOsung 
umgefallten Caseinokyrinsulfates wurde mit PWS ausgefallt, 
aus diesem Niederschlage wieder Base und Sulfat dargestellt, 
dieses nochmals umgefiillt. 2 g zersetzt. 
Basen-N: 85,3 °/o 
Amidosiure-N: 13,8°)0 
Diese Versuche zeigen, dab nach verschiedenen Umfillungen 
das Caseinokyrinsulfat gleichen Prozentgehalt an Basen- und 
Amidosiuren-N bei der Zersetzung liefert. Unter Beriicksichtigung 
der oben begriindeten Erwigung, dab der in den drei ersten 
der ausgefiihrten Versuche gefundene Basen-N etwas zu hoch 
ist, ergibt sich, dai aus Caseinokyrin ca. 84—85°/o als basen-N 
und 15—16°/o als Amidoséure-N durch Kochen mit Schwefel- 
siure erhalten werden. 


Arginin-N und Lysin-N. 


I. Von der Zersetzungslosung Versuch V wurden 150 ccm 
nach Kossel und Kutscher mit Silbersulfat und Barythydrat 
behandelt. Die Silberbarytfallung wurde mit Schwefelsiure und 
Schwefelwasserstoff zersetzt, die erhaltene schwefelsaure Losung 
des Arginins auf 500 ccm aufgefiillt. 350 cem wurden ein- 
geengt und auf 20 ccm aufgefiillt. a wurde im 20 cm-Rohr 
0,70° gefunden. Hieraus ergibt sich K = 1,56°/o unter Zu- 
grundelegung des von Gulewitsch!) fiir Arginin bei Gegenwart 
liberschiissiger Schwefelsiure ermittelten Wertes |a|p = -+- 


.312 ¢ 


22.35°. Danach waren in den 850 ecm vorhanden: g 
Arginin, also in der ganzen Argininlésung: 0,4446 g. 

Die Bestimmung des N in 150 cem hatte ergeben: 30,2 ccm 
N/io S = fiir die ganze LOsung berechnet: 100,7 cem — 0,141 g 
N = 0,4380 g Arginin, also ungefahr der gleiche Wert, der 
aus der Bestimmung der Polarisation ermittelt wurde. 

Da die verwendeten i150 ccm Zersetzungslosung 225 ccm 
"/10 S entsprechenden N enthielten, so berechnen sich nach 
der N-Bestimmung fiir Arginin aus Caseinokyrin durch Spaltung 
mit Schwefelsiure entstanden: 44,8°/o. Da dieses Kyrin 83,8 °/o 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXVII, S. 192. 
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Basen-N lieferte, besteht dieser Basen-N zu 53,4°/o, also rund 
der Hiilfte, aus Arginin-N. 

Das Filtrat der Silberbarvtfallung wurde zum Zwecke der 
Lysinbestimmung nach Entfernung des Silbers und Baryums 
durch PWS ausgefiillt, dieser Niederschlag mit 5°/oiger Schwefel- 
siure ausgewaschen und wie gewohnlich zersetzt. Die vollig 
eingedampfte Base wurde in Wasser gelOst und mit der 
aus der Differenz von Basen-N und Arginin-N_ berechneten 
Menge Pikrinsiiure auf dem Wasserbade versetzt und eingeengt. 
Nach dem Erkalten war das Pikrat in langen Spieben aus- 
kristallisiert, das, wie die N-Bestimmung ergab (s. 8. 45), un- 
mittelbar rein war. Zu der nach Trocknen itiber Schwefelséure 
gefundenen Menge von 1,1983 g ist als Korrektion der von 
Lawrow!) ermittelten Loslichkeit des Pikrates im Filtrate 
0.248 zu addieren, soda die Menge des Pikrates in Summa 
1.4463 g betriigt. 

Hieraus berechnet sich fiir Lysin-N 0,105 g = 
vom Gesamt-N und 40,9°/o vom Basen-N. Die Differenz des 
Basen-N und Arginin-N wiirde 46,6°/o erfordern. Wenn man 
bedenkt, dai das Lysinphosphorwolframat nicht ganz unloslich 
ist und alle Teile der Bestimmung den Wert nach unten be- 
einflussen, so ist der gefundene Wert nur als Mindestwert zu 
betrachten und wiirde der Annahme nicht widersprechen, dab 
in Wahrheit bei der Spaltung des Kyrins mit Schwefelsaure 
rund die Hiilfte des Basen-N dem Lysin zukommt, dal also 
auf 1 Mol. Arginin 2 Mol. Lysin entstehen. 

ll. Aus dem PWS-Niederschlage des Versuches IV (S. 
bei dem das Sulfat mit Salzsiiure zersetzt war, wurden die 
Basen hergestellt, ihre LOsung auf 250 eem aufgefiillt. Gesamt-N 
entsprach in 50 cem 36,5 cem ®/19 S. In Je 50 ccm wurde 
der Argininniederschlag mit Silbernitrat und Barythydrat erzeugt 
und nach Auswaschen mit Barytwasser kjeldahlisiert. Es wurden 
neutralisiert 1. 19,9 cem, 2. 20,4 ecm, 3. 21,0 ecm "/10 5, Im 
Mittel 20,43 cem. Hieraus berechnet sich ein Arginin-N vom 
Gesamtbasen-N: 55,7°%o. Dabei ist zu beriicksichtigen, dab 


>) 
O24), 


auf diese Weise erstens etwas zu wenig Arginin gefunden 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 398. 
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wird, weil durch die grobere Loéslichkeit des Argininphosphor- 
wolframates gegeniiber der des Lysinphosphorwolframates die 
Basenlosung verhiltnismabig etwas argininiirmer wird: zweitens 
wird etwas zuviel Arginin gefunden, da der Silberbarytnieder- 
schlag nicht volistiindig auswaschbar ist. 


Diskussion der Formel des Caseinokyrins. 


, 


Aus den Analysenwerten (S. 44) labt sich unter anderen 
folgende Formel fiir das Sulfat ableiten: C,,H,,NO.,S, 
LO, FESO, 

Fiir die Base selbst also die Formel: C,,H,,N,Og. 

Bei der hydrolytischen Spaltung wurden erhalten: Arginin, 
Lysin, Glutaminsiiture und kein Histidin und Ammoniak. Ver- 
sucht man aus diesen Spaltungsprodukten das Kyrin ‘aufzu- 
bauen, gelangt man auf folgende Weise zu der Forme! desselben: 








1 Mol. Arginin = (ih BO, 
2 » Lysin ome: Cite, 
1 » Glutaminsaure = C.H .N-O, 

Coabc tne 

minus 2 Mol. H,O ,. 
C,H. N ‘te 


Denkt man sich das Molekiil des Kvrins aus diesen 4 
Molekiilen der Spaltungsprodukte nach Art der synthetischen 
Peptide E. Fischers aufgebaut, so miibte dies unter Austritt 
von wenigstens 3 Mol. Wasser geschehen. Andersartige als 
die besagten ——e k6nnen natirlich auch so geschehen, 
daB aus 4 Mol. 2 Mol. Wasser austreten. Doch dieses minus 
und plus 1 Mol. Ww asser ist belanglos. Erstens beeinfluBt es 
die Analysenwerte nicht sehr stark, zweitens kann das Sulfat 
1 Mol. Molekularwasser enthalten, das bei 95° nicht entweicht. 

Ein solcher Aufbau des Molekiils wtirde unter der Vor- 
aussetzung, daB bei der Spaltung mit Schwetelsiure glatt die 
Komponenten entstehen, voraussetzen, dal der Basen-N ‘%, 
des Gesamt-N betriigt = 88,8°/o. Diesem Werte auberst nahe- 
stehende haben die ersten Spaltungsversuche ergeben. Ich 
habe aber oben ausgefiihrt, dafi diese infolge ungenauer 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIII. 0 
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Korrektion als etwas zu hoch angesehen werden miissen. Aber 
auch die sonst gefundenen Werte fiir Basen-N wirden dieser 
Forderung entsprechen. Die Differenz von 88,8°/o berechnet 
und 84,5°/o gefunden betriigt vom Ganzen nur 4,8°/o. Diese 
Genauigkeit ist bei Bestimmung organischer Substanzen eine 
grobe. Sie entspricht etwa der Genauigkeit bei Molekular- 
sewichtsbestimmungen mit Hilfe der Erniedrigung des Gefrier- 
punktes bei nicht dissociierten Substanzen. Enthialt eine Sub- 
stanz 10,0°/o CG und findet man bei der Elementaranalyse 10,2°/o, 
so wird man die Substanz fiir rein ansprechen, und doch be- 
triigt die Abweichung der Bestimmung 2°/o. In der Literatur *) 
findet man Werte 3,37 und 3,71 fiir Basen-N bei ein und der- 
selben Proteinsubstanz fiir gleich bezeichnet, und doch ist der 
grobere um iiber 10°/o grober als der kleinere. 

Auch die fiir Arginin bezw. Lysin gefundenen Werte 
wiirden der Annahme, dah das Kyrinmolekiil aus 2 Mol. Lysin, 
1 Mol. Arginin und 1 Mol. Glutaminsiiure aufgebaut ist, und 
dali die Spaltung glatt unter Bildung der Komponenten erfolgt, 
nicht widersprechen. 

Hingegen habe ich in mehreren Versuchen weniger als 
die Hiilfte der berechneten Glutaminsaure erhalten. Es liegt 
dies nach meinen Erfahrungen nicht an der Methode, Ab- 
scheidung als Silbersalz durch Silbernitrat und ammoniakalische 
Silberldsung, sondern es wird wirklich viel weniger als berechnet 
Glutaminsiiure gebildet. Nach diesen Versuchen ist es aber 
nicht wahrscheinlich, da etwa Glykokoll oder cin Homologes 
desselben gebildet wird. Fiir die Tatsache, dab weit weniger, 
als berechnet, Glutaminsiiure bei der Hydrolyse des Kvrins ge- 
bildet wird, gibt es mehrere Erklirungen, deren Berechtigung 
von mir gepriift werden soll, soda6 vorliiufig kein Grund vorliegt, 
aus thr den Schlub zu ziehen, dab das Caseinokyrin nicht in 
der angegebenen Weise konstituiert ist (vgl. dieses Heft, S. 35). 

Die Bedeutung der Glutaminsiiure fiir das Eiweifimolekil 
mul} immer wieder betont werden,?) wenn man sieht, daf auch 

') Zeitschrift f. analyt. Chemie, Bd. XLII, 8. 298. 


2) M. Siegfried, Ber. d. Kénigl. Sachs. Gesellsch. d. Wissensch., 


1903. S. &6. 
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in dem Molekiil des Caseinokyrins der Glutaminsiiurekomplex 
nicht fehlt und wahrscheinlich als einziger Amidosiiurekomplex 
vorhanden ist. Alle von mir und meinen Mitarbeitern unter- 
suchten Peptone  lieferten” reichlich Glutaminsiiure bei der 
Spaltung. Das weitere Abbauprodukt, das Glukokyrin, gab sie 
ebenfalls, und wenn den Caseinmolekiil fast alle sauren oder, 
richtiger gesagt, amphoteren Komplexe gewonnen werden, so 
bleibt in fester Vereinigung mit Arginin und Lysin die Glutamin- 
siure zuriick. 

Schon nach Auffindung des ersten Kyrins, des Gluto- 
kyrins, habe ich darauf hingewiesen, daf die Anschauungen 
Kossels itiber den basischen Kern des Eiweifimolekiils durch 
die bildung des widerstandsfihigen Kyrins, das wie ein harter 
Kern gleichsam aus dem Proteinmolekiil durch die Salzsiiure 
herausgeschalt wird, eine wesentliche Stiitze findet. Mehr 


noch als durch das Glutokyrin geschieht dies durch das Caseino- 
kyrin; der hohe Basen-N entspricht dem der Protamine. 








Uber Derivate von Amidosauren. 
Von 
M. Siegfried. 


(Der Redaktion zugegangen am 19. August 1904.) 


Zum Zwecke der Isolierung komplizierterer Spaltungs- 
stiicke der Eiweiibkorper habe ich u. a. Derivate der 4-Nitro- 
toluol-2-sulfonsiure dargestellt. Zur Orientierung habe ich 
vorher solehe Derivate des Glykokolls, Alanins, der Glutamin- 
siure dargestellt, welche ebenso wie die 4-Nitrotoluol-2-sulfon- 
siiure ein ausgezeichnetes Kristallisationsvermogen besitzen. 
Da sie iiberdies schwerléslich in Wasser sind, scharfe Schmelz- 
punkte besitzen und sehr glatt entstehen, sind auch sie zur 
Abscheidung und Charakterisierung der Amidosiuren geeignet. 

Die Darstellung der Siuren geschieht durch Schiitteln der 
iitherischen Losung des 4-Nitrotoluol-2-sulfonsiiurechlorides mit 
der alkalischen Loésung der Amidosiuren ahnlich, wie es 
K. Fischer und P. Bergell') fir die Derivate der B-Naphtalin- 
sulfosiure angegeben haben. Bei Benutzung eines sehr kriiftig 
wirkenden Schiittelapparates ist die Reaktion in einer Stunde 
beendet. Die erforderliche Menge Normalnatronlauge kann 
gleich von vornherein zugesetzt werden. 


4-Nitrotoluol-2-sulfoglyein 
C,H,NO, - CH, - SO, - NH - CH,COOH. 


I. 2g Glykokoll durch Spaltung von Trypsinglutinpepton?) 
gewonnen, in 30 ccm Normalnatronlauge mit der atherischen 
Losung von 7 g Chlorid geschittelt, dazu allmahlich 70 ccm 


') KE. Fischer und P. Bergell, Ber. d. Deutschen chem. Gesell- 
schaft, Bd. 35, S. 3779. 
*) M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, S. 189. 
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Normalnatronlauge gegeben. Aus der abgehobenen alkalischen 
Lisung schied sich nach Ubersiiuern mit Salzsiiure die Verbindung 
grofer perlmutterglanzender Bblittchen aus. Nach Umkristalli- 
sieren aus heifiem Wasser kristallisierte sie in langen Nadeln 
F'p.177,5° (180° korr.). Bei wiederholtem Umkristallisieren wurden 
wieder die grofen diinnen Bliittchen erhalten, dann auch wieder 
lange Nadeln. 

In allen Fallen war Fp. 177,5—178°. 

Il. 4g synth. Glykokoll in 200 ccm Normalnatronlauge 
mit der atherischen Losung von 14 ¢ des Chlorides 1 Stunde 
geschiittelt. Ausbeute fast quantitativ, 14 g anstatt 14,6 g 
berechnet. Lange Nadeln, auch beim Umbkristallisieren. Fp. 
unkorr. 178°. 

Zur Analyse wurden die Substanzen bei &5° getrocknet. 
Zu Analyse I—III] wurde aus Versuch |, zu IV aus Versuch II 
gewonnene Substanz verwendet. 


I. 01992 g Substanz gaben 0,2879 g CO, und 0.0653 g H,O 


g 
II. 0.2007 » > » 18,0 tr. N, 22°, 761 mm 
Hl. 01650 » ) 0.1443 g BaSO, 
IV. 0.2011 » » 0.2911 » CO, und 0.0688 ¢g H,O. 

Gefunden: Berechnet : 
I. Il. III. lV. 

C 39,42 °/o -—— 39,48 °/o 39,38 %Jo 

H 367% — = 3,83 °/o 3,67 %Fo 

N 10,39 °/s — 10.24% 

S —- — 12.01° 0 — 11,69 °/o 


1 Teil der Verbindung lést sich bei 12° in 742 Teilen 
Wasser. 

Sie ist léslich in Alkohol, fast unléslich in Benzol. 

Das Barytsalz kristallisiert beim Erkalten der heiben 
wisserigen Lésungen in langen diinnen Prismen, die nach dem 
Trocknen iiber Schwefelsiure bei 110° nicht an Gewicht 
verlieren. 

0.2073 g Substanz gaben 0,0699 g BasO, 


Gefunden: Berechnet: 
Ba 19.80 °/o 20.09 °/0 
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Racemisches 4-Nitrotoluol-2-sulfoalanin 


C,H,NO, - CH, . SO, - NH - CH(CH,)COOH 


Die Verbindung entstand ebenfalls fast quantitativ und 
schied sich nach Ansiiuern mit Salzsiure zuniichst als Ol ab, 
welches in heifem Wasser gelést wurde. Beim Erkalten kristalli- 
sierte sie in prachtvollen langen, getrocknet diuberst leichten und 
wolligen Nadeln, welehe nach dem Trocknen iiber Schwefel- 
siiure bei 96° unkorr. schmolzen. 

1 Teil lost sich in 690 Teilen Wasser von 12°; loslich 
in Alkohol, schwer loslich in kaltem Benzol, leichter in heifem. 

Zur Analyse wurde bei 90° getrocknet. 


l. O,1853 g Substanz gaben 0.2822 g CO, und 0,0710 g H,O 


I]. O,L892 > 2 » 16,3 ccm tr. N, 758 mm, 21°. 
Gefunden : Berechnet: 
I. I]. 
CG 41,54°/o — 41 62/0 
H 4,20°%/o — 4.20% lo 
N — 9 98 °/o 9,74°/o 


Das Barytsalz kristallisiert aus der heifen wiisserigen 
Losung in langgestreckten  atlasgliinzenden Prismen ohne 
Kristallwasser. 

0.4098 g Substanz gaben 0,1338 g BaSQ,. 
Gefunden : Berechnet : 
Ba 19,220 19,31 °/o 


r-4-Nitrotoluol-2-sulfo-Glutaminsiiure 
C,H,NO, - CH, -SO,- NH - CH(CH,).(COOH),. 


Die aus r-Glutaminsiiure (durch Spaltung von Casein mit 
Salzsiiture erhaltene) dargestellte Verbindung kristallisiert in 
mehrere Zentimeter langen, hiiufig zu Drusen vereinigten aiuberst 
feinen Nadeln. Sie bildet hartnackig iibersiittigte wiisserige 
Losungen. Die tiber Schwefelsaéure getrocknete Substanz ver- 
liert bei &5° nicht an Gewicht. 

Fp. unkorr, 158—159°, korr. 160—161°. 

1 Teil der Saure lost sich in 102 Teilen Wasser, bei 12°. 

Sie ist loslich in Alkohol, unléslich in Benzol. 
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Analysen: 
I. 0.1944 g Substanz gaben 0.2971 g CO, und 0,0741 g H,O 
I]. 0.1962 
Gefunden : 

I. Il. 
C 41,68 °%/o 
H = 4,26°)0 — 
N 


= 8440) 


14.3 cem tr. N, 19°, 753 mm. 


Berechnet: 


41,58 %/o 
4.07 °/o 
; 811% 





Das Barytsalz der zweibasischen Siéure kristallisiert aus 


heif}em Wasser in zu Drusen vereinigten Prismen. 
0.2233 g Substanz gaben 0,1078 g BaSO, 

Berechnet : 

Ba 28,41 °/o 


Gefunden: 
P8593 Yl9 








Zur Kenntnis einiger physiologisch wichtiger Substanzen. 


Von 
Dr. Martin Schenck. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. August 1904.) 


Im Laufe anderer Untersuchungen habe ich einige Ver- 
bindungen dargestellt und analysiert, die sich zur Charakteri- 
sierung und Isolierung einiger physiologisch wichtiger Korper 
eignen dirften. 

Guanidin-Cadmiumchlorid. 

Versetzt man eine konzentrierte alkoholische LOsung von 
Guanidinchlorid mit kalt gesiittigter, alkoholischer Cadmium- 
chloridljsung, so fallt alsbald ein voluminéser kristallinischer 
Niederschlag, dessen Zusammensetzung der Formel 
CH.N, - HC] - 2 CdCl, entspricht. 


0.2483 ¢ Substanz gaben 19.8 ccm N (18° C., 737.8 mm Ba.) 


0.3690 ’ >» (0.5672 ¢g Ag(l 
Berechnet fiir CH,N,- HCI - 2 CdCl, Gefunden 
N 9,1°/o N 9,1 
Cl 38,3 °%o Cl 38.0°'o 


Die Substanz ist in kaltem Athylalkohol nahezu unlislich, 
in heifem Athylalkohol, sowie in kaltem und warmem Methyl- 
alkohol ziemlich leicht loslich. Sie schmilzt klar bei 390—395° 
(ber 350° beginnt sie sich zu briaunen). 


Biuret-Cadmiumechlorid. 


Entsteht unter den gleichen Bedingungen wie die vorige 
Substanz. Der kristallinische Niederschlag kommt nur etwas 
langsamer. Die Verbindung entspricht der Formel 
CdCl, - (C,H,N,0,)>. 


0.2186 ¢ Substanz gaben 41.2 cem N (16° C., 737.8 mm Ba.) 


0,361 > 0,2632 g AgCl 
Berechnet fiir CdCl, -(C,H,N,O,), Gefunden 
N 216° ) N 21.6° 0 


Cl Cl 17,9%o 


18,2%/o 
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Schmilzt unter Aufschaiumen bet 255—260°. Fast un- 
léslich in kaltem, etwas lislich in heiBem Athylalkohol, leichter 
loslich in heiBem Methylalkohol. 


Histidin-Cadmiumehlorid. 

Konzentrierte, wiisserige LOsung von Histidindichlorid wurde 
mit kalt gesiittigter, alkoholischer Cadmiumchloridlésung ver- 
setzt. Es fiel ein kristallinischer Niederschlag. dem = wahr- 
scheinlich die Formel C,H,N,O, - HCL. CdCl, zukommt. 


0.1772 g Substanz gaben 18.8 cem N (16.5% C.. 736.8 mm Ba.) 


— 


Q,2411 » 0.2805 ¢ AgCl 
Berechnet fiir C,H,N,O, - HCl - CdCl, Gefunden 
N 11,2 °/o N 12,1°%/o 
Cl 28,3 °/o Cl 28,7 °/o 


Die gefundenen zu hohen Werte erkliren sich héchst 
wahrscheinlich aus dem Umstand, dali etwas Histidindichlorid, 
das in Alkohol ja fast unldslich ist, mitgefallen war und sich 
auch durch Umkristallisieren nicht beseitigen lie}. Die Substanz 
ist in kaltem, wie in heiBem Athyl- und Methylalkohol nahezu 
unléslich. Sie schmilzt zwischen 270 und 275° unter Auf- 
schiiumen. Erwiihnt sei noch, dali alle drei beschriebenen 
Cadmiumverbindungen in Wasser sehr leicht lOslich sind. 


Kupfersalz des inaktiven Arginins. 

Eine wiisserige LOsung des zuerst von Kutscher!) dar- 
gestellten inaktiven Arginins wurde mit gepulvertem Kupfer- 
karbonat gekocht, vom iiberschiissigen Kupferkarbonat abfiltriert 
und eingeengt. Es schied sich ein schon blau gefiirbtes Salz 
von der Zusammensetzung (C,H,,N,O,), - Gu(NO,), + 2 H,O0 aus. 
0.2936 g¢g Substanz (lufttrocken) verloren im Vacuum iiber Schwefelsaiure 

0.0185 ¢ an Gewicht 


0.1429 » > gaben 0,0200 ¢ CuO 
Berechnet fiir (C,H,,N,O,), - Cu( NOs), 4-2 H,O Gefunden 
H,O 63° H,O 6.3% 
Cu 11,1°/o Cu 11,1 °c 


Der Schmelzpunkt dieses Kupfersalzes liegt bei 226° C. 
— Die Verbindung ist in Wasser leicht lOslich. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 90, und Bd. XXXII, 5S. 476. 








Die Spaltung des Pseudomucins durch starke siedende Sduren. 
ll. Mitteilung. 


Von 
J. Otori (Tokio). 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. August 1904.) 


In einer kiirzlich erschienenen Mitteilung!) habe ich die 
Ergebnisse geschildert, welche man erhialt. wenn man das 
Pseudomuein mit einer ca 30°/oigen Schwefelsiure zersetzt. 
Im nachfolgenden will ich die Resultate angeben, zu denen 
man kommt, wenn man das Pseudomucin nach dem. altbe- 
wiithrten Verfahren von Hlasiwetz und Habermann?) mit 
siedender Salzsiiture unter Zugabe von Zinnchlorir spaltet. Ich 
hoffe damit eine Liicke auszufiillen, die sich in der ausfiihrlichen 
Arbeit’ von) WKossel-Kutscher’) tiber die Einwirkung = ver- 
schiedener hydrolytisch spaltender Siuren auf die Eiweibstoffe 
findet. 

In letzter Zeit hat man begonnen, das Verfahren von 
Hlasiwetz und Habermann zu verlassen, und man hat sich 
wieder dem Verfahren von R. Bopp*) zugewandt. Bopp zer- 
setzte die Eiweibstoffe, indem er dieselben mit dem 4—)fachen 
Gewicht konzentrierter Salzsiure 6—8 Stunden kochte. In 
wenig veriinderter Form ist dann von R. Cohn®) dieses 
Verfahren aufgenommen worden und biirgert sich zur Zeit 
mehr und mehr ein. Wie mir seheint mit Unrecht, denn von 
Hlasiwetz und Habermann ist auf die Nachteile, die ihm 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 444. 

2) Liebigs Annalen, Bd. 159, S. 304, und Bd. 169, S. 240. 
3) Tiese Zeitschrift, Bd. XXXI, 3S. 165. 

4; Liebigs Annalen, Bd. 69. 


Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 153, und Bd. XXVI, 8S. 395. 
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anhaften, zur Geniige hingewiesen. Die Bedenken, die von den 
genannten Forschern erhoben worden, sind bisher nicht wider- 
legt. In der Tat bin ich denn auch mit Hilfe des von Hlasi- 
wetz und Habermann ausgearbeiteten und wohl begriindeten 
Verfahrens zu Ergebnissen gelangt, die mir nicht ohne Interesse 
scheinen. 
Ks wurden 50 g lufttrockenen Pseudomucins entsprechend 
7 g trockener, aschefreier Substanz mit 11,16°)0 Stickstoff- 
gehalt genau nach den Angaben von Hlasiwetz und Haber- 


,O 9 
tO —) 


mann mit Salzsiiure + Zinnchloriir gekocht. Nur in den letzten 
Stunden wurden von Zeit zu Zeit kleine Stiicke metallischen 
Zinns in die Fliissigkeit geworfen, um das liistige Stoben zu 
verhindern. Trotz des kriiftigen Reduktionsmittels, das die Koch- 
fliissigkeit enthielt, kam es zur Ausscheidung unloslicher Humin- 
substanzen. Dieselben wurden nach beendeter Spaltung abfil- 
triert. Ihre Menge betrug 3,038 g mit 5,22°/o Stickstoff. Das 
Filtrat wurde im Atherextraktionsapparat von Kutscher und 
Steudel') mit Ather erschipft. 


Verarbeitung des Atherextraktes. 


Der Ather hatte quantitativ das Zinnchloriir aufgenommen, 
dadurch wurde die Verarbeitung etwas kompliziert. Es_ ist 
meines Wissens bisher nicht bekannt, daf man Zinnchlorir 
einer Fliissigkeit vollkommen durch Ather entziehen kann. Ich 
hebe diese Tatsache hier deshalb hervor, weil man von ihr unter Um- 
stiinden Nutzen ziehen kann. Aus dem Atherextrakt wurde der 
Ather zuniichst bei 40° C. verjagt. Der bleibende Riickstand wurde 
mit Phosphorsiiure stark angesiiuert und der Destillation mit 
Wasserdiimpfen unterworfen, bis das Destillat schwach sauer iiber- 
ging. Das Destillat wurde in Natriumkarbonatlosung aufgefangen. 
Die Natronsalze wurden zur Trockne abgedampft, mit wenig Wasser 
aufgenommen, mit Phosphorsiiure angesauert und von neuem 
mit Ather erschdpft. Auf diese Weise wurden in konzentrierter 
Form die mit Wasserdiimpfen fliichtigen Fettsiuren gewonnen. 
Aus ihnen wurde bei 40°C. der Ather verjagt. Eine qualita- 


Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 473. 
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tive Probe zeigte unter diesen Fettsiuren Ameisensiiure an, 
denn die Fliissigkeit reduzierte ammoniakalische Silberl6sung 
und erzeugte in Sublimatlosung beim Kochen Calomel. Die 
Hauptmasse der fliichtigen Fettsauren wurde nach dem_ be- 
kannten Verfahren Liebigs!) zunichst durch  fraktionierte 
Destillation mit Natriumkarbonat in die Natronsalze ibergefihrt, 
die dann in die Silbersalze verwandelt und analysiert wurden. 


Fraktion I und IJ enthielten Phosphorsiure neben Ameisensaure ; 


Il. O,O888 g Substanz gaben 0,0542 g = 61,03°%o Ag: 
Fiir essigsaures Silber berechnen sich: 64,67°/o Ag; 
>» proplonsaures— » D9,67°%o » 
IV. 0.0402 ¢ Substanz gaben 0,0256 g¢ == 63,18°. Ag; 
V. OMOLS » » 0.0660 » = 64,83°0 » 


Unter den fliiehtigen Fettsiiuren des Atherextraktes finden 
sich demnach Essigsiiure, Ameisensiiure und geringe Mengen 
Propionsaure. 

In dem mit Wasserdiimpfen destillierten nicht fliichtigen 
Teil des Atherextraktes hatte sich die Hauptmasse des Zinn- 
chloriirs mit der Phosphorsiiure zu unloslichem phosphorsauren 
Zinn umgesetzt. Davon wurde abfiltriert, der Rest des Zinns 
mit Schwefelwasserstoff entfernt und die Fliissigkeit nunmehr 
wieder mit Ather extrahiert. Der Atherextrakt der nicht fliich- 
tigen Korper wurde in ithnlicher Weise verarbeitet, wie dies 
in meiner ersten Arbeit geschah. Der Ather wurde verjagt, 
der Riickstand mit Wasser aufgenommen und mit Baryt al- ' 
kalisch gemacht. Es fiel hauptsiichlich phosphorsaurer Baryt aus. 
Oxalsiiure fehlte im Niederschlag vollkommen. Das Filtrat vom 
Baryumphosphat wurde mit Ammoniumkarbonat vom Bary! 
befreit, eingeengt und mit Silbernitrat gefallt. Es sehied sich 
sofort ein sehr schwer |Osliches, kristallinisches Silbersalz ab. 
das sich in seinem Aussehen merklich von dem lavulinsauren 
Silber unterschied. Bei der Analyse gab es folgenden Wert: 

0.1402 ¢ Silberverbindung gaben beim Glithen 0.0690 ¢ Silber 
= 49.22%) Ag, 

Nach der Umkristallisation aus heifem Wasser wurden 
eefunden : 


0.1046 g Substanz gaben beim Gliihen 0.0526 g == 50,3°/o0 Ag. 


—_ 


1) Liebigs Annalen, Bd. 72, S. 42. 
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Zu weiteren Analysen reichte die Menge nicht mehr, doch 
lag wahrscheinlich valeriansaures Silber vor, das 51.67°)0 Silber 
erfordert. Diese Saiure ist mit Wasserdiimpfen recht schwer' 
flichtig und muf ja auch eigentlich bei der von mir gewihlten 
Spaltungsmethode an Stelle der Liivulinsiure auftreten. Jeden- 
falls laBt sich Liivulinsaure, die 48,4°0 Ag erfordert, mit Sicher- 
heit ausschlieBen. 


Verarbeitung der durch Ather erschépften 
Zersetzungsflissigkeit. 


Da durch den Ather das Zinnchloriir so vollkommen ent- 
fernt war, dah Schwefelwasserstoff keine Spur einer Fiillung 
in der restierenden Zersetzungsfliissigkeit lieferte, wurde dieselbe 
unter Zugabe von Phosphorsiiure sofort auf dem Wasserbade 
abgedampft. Indem der Riickstand wiederholt mit Wasser auf- 
genommen und zum Sirup eingeengt wurde, lief sich die Salz- 
siure bis auf geringe Reste entfernen. Die Phosphorsiiure wurde 
durch Baryt entfernt,!) das Ammoniak durch Abdampfen mit 
Baryumkarbonat verjagt, der gelOste Baryt durch Schwefelsiiure 
ausgefillt. Aus der schwefelsauren Fliissigkeit wurden die Reste 
der Salzsiiure in der Siedehitze mit schwefelsaurem Silber als 
Chlorsilber abgeschieden. Das Filtrat vom Chlorsilber lie®B sich 
nunmehr nach bekannten Methoden verarbeiten. Ich stellte 
daraus eine Histidin-, Arginin- und Lysinfraktion dar. 

Aus der Histidinfraktion, die wie in meiner ersten Mit- 
teilung verarbeitet wurde, erhielt ich geringe Mengen eines 
Pikrolonates, das kein Histidinpikrolonat war. Es schmolz bet 
223°C. Zur Analyse reichte die Menge nicht aus. 

Die Argininfraktion wurde dureh Pikrolonsiiure in eine 
eigentliche «Argininfraktion» und in eine «Guanidinfraktion» 
geteilt. Beziiglich der niheren Details verweise ich auf meine 
erste Mitteilung. Es wurden gewonnen 1.2902 g Argininpikro- 
lonat und 0.0528 g Guanidinpikrat. Zusammen mit den mir 


‘) In einem Teil der auf 1000 ccm gebrachten Fliissigkeit wurde 
an dieser Stelle durch Destillation mit Baryumkarbonat das Ammoniak 


bestimmt. 
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aus meiner ersten Arbeit verbliebenen Resten besa ich nun- 
mehr 0.127 ¢ Guanidinpikrat, die ich der Analyse unterwartf,. 
Dieselbe stimmte zu Guanidinpikrat. Damit ist es zweifellos 
gemacht, dal aus dem Pseudomucin sich durch Sauren Guanidin 
abspalten libt. 
Analvtische Belege. 
1. Argininpikrolonat: 
0.1452 g Substanz gaben 33.2 ccm N, T. = 19° C., Ba. = 750 mm. 
Daraus berechnen sich 25,57°/o N: Argininpikrolonat enthalt 25,26°/o N. 
Der Schmelzpunkt lag bei 226° C. 
2. Guanidinpikrat: 
O1080 ¢ Substanz gaben 28.2 cem N, T. = 17.5° C., Ba. 791 mm. 
Daraus berechnen sich 29,33° 0 N; fiir Guanidinpikrat berechnet 29,20°/o N. 
Die Lysintraktion leferte nach der Methode Kossels 
2.8766 g Lysinpikrat. 


Ks vgaben 0.1604 ¢ Substanz 26.5 cem N,. T = 18° C.. Ba. = 755 mm. 
ir CoH, NO,),0H - C,H,,N,O, 
Berechnel Gefunden 
N 18.67 9/0 N - 18.56 °/0 


Der Explosionspunkt lag bei 254° C. Eine andere Base 
schien die Lysinfraktion nicht zu enthalten. 

Das Filtrat von der Lysinfraktion wurde durch Baryt 
von Schwefelsiure und Phosphorwolframsiure, durch Kohlen- 
siiure vom tiberschiissigen Baryt) befreit. Zum diinnen Sirup 
eingeengt, schieden sich jetzt Tyrosin und Leucin ab. Sie 
wurden abgesaugt und nach dem Verfahren von Habermann 
und Khrenfeld!) getrennt. Die Ausbeute an Tyrosin ergab 
O98 g. Die Analyse des Tyrosins leferte folgenden Wert. 

Fs gaben 01714 ¢ Substanz 13.4 eem N, T. = 18,5", Ba. = 754 mm. 

Daraus berechnen sich 7,51°0 N; fiir Tyrosin berechnet man 7,73°/0 N. 

Das Filtrat vom Tyrosin und Leucin wurde sorgfaltig 
vom Baryt befreit, auf 600 ccm gebracht und in 380 cem die 
Reduktionsfiihigkeit gegen Fehlingsche Losung bestimmt: die- 
selbe entsprach 0,186 ¢ Traubenzucker. 

Die Hauptmasse der Fliissigkeit wurde nach Kutschers?) 
Angaben auf Glutaminsiiure und Asparaginsiure verarbeitet. 

') Diese Zeitschrift, Bd. XNXVIT, S. 18. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 111. 
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Dabei schied sich bei der Behandlung mit Zinkoxyd noch eine 
nicht unbetriichtliche Menge Leucin als Leucinzink ab. Nach- 
dem aus den Zinkverbindungen durch Schwefelwasserstotf die 
freien Korper dargestellt waren, wurde durch nochmalige Be- 
handlung mit Zinkoxyd die Trennung von Leucin und Glutamin- 
siiure bewirkt. Die Hauptmenge der Glutaminsiiure war aber 
der direkten Abscheidung als Zinkverbindung entgangen und 
wurde erst durch Fillung der zinkhaltigen Fliissigkeit mit 
Silbernitrat gewonnen. Aus den Silberverbindungen wurden 
die gefallenen Siiuren dureh Schwefelwasserstolff in Freiheit 
vesetzt und durch Zinkoxyd getrennt. Die dabei erhaltene 
schwerlostiche Verbindung bestand lediglich aus glutaminsaurem 
Zink. Die Ausbeute an Glutaminsiiure, die schlieblich in Form 
der salzsauren Glutaminsiiure zur Wiigung und Analyse ge- 
bracht wurde, betrug 0,5370 g. Die Analyse gab folgenden Wert: 
O1014 g¢ Substanz vaben 0.0800 ¢ Chlorsilber. 
Daraus berechnen sich 19.50% o Cl; HEL-CSH,NO, verlangt 19,34°)0 CL. 

Der Schmelzpunkt lag bei 195° C. 

Auber der Glutaminsiiture war noch eine geringe Menge 
einer anderen Siiure mitgefillt worden, die ein leicht lOsliches 
Zinksalz bildete, Kupfer mit tiefblauer Farbe l6ste und nach 
Sattigung mit Kupfer langsam eine Kupferverbindung abschied. 
Wahrscheinlich handelte es sich um = asparaginsaures Kupfer. 
Die Menge reichte zur Analyse nicht aus. 

Das Filtrat vom glutaminsauren Silber wurde vorsichtig 
mit Silbernitrat und Barythvdrat ausgefillt, um die Reste des 
Leucins und die anderen Amidosiiuren zu gewinnen, die nach 
der Methode Kutschers!) schwerlédsliche Silberverbindungen 
liefern. Aus den mit Schwefelwasserstolf zersetzten Silberver- 
bindungen wurde nach dem Eimengen eine Kristallmasse ge- 
wonnen, die sich durch heifen Alkohol in einen in Alkohol 
lOslichen und eimen in Alkohol unléslichen Teil trennen lieb. 
Die in Alkohol l6slichen Massen bestanden der Hauptsache 
nach aus Leucin. Das an verschiedenen Stellen gewonnene 


1) Sitzungsberichte der K6nigl. Preuf. Akad. der Wissenschaften, 
Mai 1902. 
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Leucin wurde nunmehr vereinigt und analysiert. Die Ausbeute 
daran betrug 1,9218 g. 
Fs gaben 0,2258 g Substanz 21,9 ecm N, T. = 18,5° C., Ba. = 750 mm. 
Daraus berechnen sich 10,70°% 0 N; Leucin verlangt 10.68°/o N. 
Der in Alkohol unléshche Teil, der in Wasser gelost 
nach dem Kinengen reichlich kleine glanzende Kristalle absetzte, 
wurde mit Hilfe von Silbernitrat und Baryt wieder in die 
Silberverbindung tbergefuhrt. 
01038 g 
Daraus berechnen sich 59,53°/o Ag; Glykokollsilber enthalt 59,10°/o Ag. 
Bevor ich die Resultate, die ich bei meinen Spaltungs- 
versuchen des Pseudomucins erhalten habe, in nahere Er- 
Orterung ziehe, will ich die Mengen der verschiedenen Korper, 
die ich durch Schwefelséure und Salzsaéure +- Zinnchlorir er- 
halten habe, nebeneinander stellen, berechnet auf 100 Teile 


Substanz gaben beim Gliihen 0.0618 ¢ Ag. 


Pseudomucin. 





In Gramm In Gramm 





100 Teile Pseudomucin | ; a 
| bei Spaltung mit | bei Spaltung mit 
gaben | H,SO, | HCl und SnCl, 
Ammoniak ........- «| 0,7517 | 3,239 
Guanidin .. 2... ee we 0.0393 | 0,0250 
Arginn. .... 2... ee] 0.2875 | 0,7773 
DOU 6 3-4 eee ew ee HE 2.6389 | 2,582 
SOO Cc ee wR eS af 1,089 — | 0.4422 
ee a 4,677 | 4,431 
Giekoball «3.3 5 6 Sw a ¥) _ | 0,146 
Glutaminsiure. ...... .| — | 0.5945 
Asparaginsaéure .. . | | Spuren 
Ounleiuet . 2 2 6 es te 0.1275 | -- 
Ldivunnehere 5 sw ts kt tt | 1.971 | a 
Valeriansdure ? . ...... - | 0,765 


Ameisensiiure . .. . . . . . jnur qualilativ nach-|nur qualitativ nach- 


| 
: 
, * . ss rewilese rewl1ese 
Essigsiiure und Propionsdure | een | — 
als Essigsiiure berechnet . . nicht bestimmt | 0.161 
Reduzierende Substanz | 
als Traubenzucker berechnet . | 0.7333 0,429 


Unlésliche Huminsubstanz. . . | 6,056 7,005 
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Aus der vorstehenden Tabelle lassen sich ohne weiteres 
zwei auffallige Tatsachen ableiten, zuerst die, dab Schwetel- 
siure und Salzsiiure + Zinnchloriir nicht die gleichen Spaltungs- 
produkte bei ihrer Einwirkung auf das Pseudomucin liefern. 
Bei der Spaltung mit Schwefelsiiure ist keine Glutaminsiure, 
Asparaginsdure und kein Glykokoll entstanden, bei der Spaltung 
mit Salzsiure traten dagegen Oxalsiiure und Lavulinsaéure nicht 
auf. Die Ursache fiir diese Erscheinung ist meiner Ansicht 
nach eine doppelte und ich will versuchen, sie zu erklaren. 
Allgemein angenommen ist zur Zeit wohl die Theorie, dab sich 
die KiweiBmolektle aus einzelnen Komponenten, die die be- 
kannten hydrolytischen Spaltungsprodukte sind, zusammensetzen, 
indem dieselben unter Austritt von Wasser sich miteinander 
vereinigen. Diese Bindung kann bei den verschiedenen Eiweib- 
stoffen fiir die gleiche Komponente in ihrer. Festigkeit sehr 
schwanken. Das ist der Grund, warum bei dem einen Eiweibstoff 
bereits durch ein wenig eingreifendes hydrolytisches Spaltungs- 
mittel eine bekannte Komponente sich vollkommen abspalten 
laBt, wahrend bei anderen Eiweibstoffen dasselbe Spaltungs- 
mittel die gleiche Komponente nicht aus ihrer Bindung zu 
losen vermag. kin ausgezeichnetes Beispiel hierfiir bietet die 
Glutaminsiiure. Die unmittelbare Muttersubstanz der Glutamin- 
sdure ist wahrscheinlich das Glutamin und wir kennen durch 
die Arbeiten Ritthausens!) eine Reihe von pflanzlichen 
Eiweibstoffen, unter diesen namentlich die Kleberproteinstoffe, 
die das Glutamin in lockerer Bindung enthalten miissen. Denn 
die genannten Eiweibstoffe geben wohl das gesamte Glutamin 
in Form der Glutaminséure schon bei der Spaltung mit siedender 
schwefelsdaure her. Die bisher naher untersuchten tierischen 
Kiweibstoffe hingegen enthalten das Glutamin meist in sehr 
fester bindung, es wird bei Einwirkung siedender Schwefel- 
siure daher wenig oder keine Glutaminsiiure gebildet. Wir 
miissen, um Glutaminsiiure zu erhalten, hier zu der wesentlich 
energischeren Methode von Hlasiwetz und Habermann 
greifen. 


') Die Eiweifkérper der Getreidearten, Bonn 1872. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. 6 
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Die feste Bindung des Glutamins resp. Asparagins im 
Pseudomucinmolekiil ist jedenfalls auch der Grund, warum ich 
durch Schwefelsiure keine Glutaminsiiure und Asparaginsaure 
erhalten habe. Die gleiche Erklirung ist fiir das Glykokoll 
zutreffend, ‘ 

Die zweite Ursache, welche zur Bildung verschiedener 
Spaltungsprodukte gefiihrt hat, je nachdem ich Schwefelsaure 
oder Salzsiure und Zinnchloriir bei der Spaltung benutzte, ist 
in der dem = Zinnchloriir anhaftenden Reduktionswirkung zu 
suchen. Sie ist es jedenfalls gewesen, die die Livulinsiiure 
bei der Behandlung des Pseudomucins mit Salzsaure und Zinn- 
chlorir zum Verschwinden gebracht hat und an ihrer Stelle 
eine andere Siiure (vielleicht Valeriansiure) auftreten lieb. Da- 
geven vermag ich zur Zeit keine geniigende Erklarung fiir 
das verschiedene Verhalten der Oxalsaure zu geben. Bekannt- 
lich ist die Oxalsiiure zuerst durch R. Cohn!) bei der Spaltung 
des Caseins dureh konzentrierte Salzsiure erhalten worden. 
Ihr Fehlen in’ meinem Spaltungsversuch mit Salzsaiure und 
Zinnchloriir tiberraschte mich daher sehr.’ 

Die weitere Tatsache, welehe bei der Durchsicht der 
Tabelle auffallt, ist die starke Differenz, die die Ausbeuten 
einiger Spaltungsprodukte untereinander aufweisen. Hier steht 
an der Spitze das Ammoniak, von dem sich bei der Spaltung 
des Pseudomucins mit Salzsiure und Zinnchloriir ca. das Vier- 
fache gebildet hat. Ein kleiner Teil davon mag dem Glutamin 
und Asparagin, das in Glutaminsiiure resp. Asparaginsiiure 
libergegangen Ist, entstammen, die Hauptmenge muB aber aus 
anderen unbekannten Muttersubstanzen hervorgegangen = sein. 
Sicher zeigt das starke Plus an Ammoniak, wieviel energischer 
die Methode von Hlasiwetz und Habermann ist. 

Auch an Arginin habe ich naeh dieser Methode wesentlich 
mehr erhalten. Allerdings sind beide Ausbeuten an Arginin nicht 
hoch, zieht man aber die Ergebnisse der Oxydation des Pseudo- 
mucins in Betracht (siehe die folgende Arbeit), so scheinen mir 
fiir das Arginin ganz iihnliche Verhiltnisse zu gelten, wie fiir die 


') Diese Zeitschrift. Bd. XXVI, S. 410. 
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Glutaminsdure; d. h. wahrscheinlich ist das Arginin im Molekil 
des Pseudomucins auberordentlich fest verkettet. Die Frage, 
ob durch das Verfahren von Hlasiwetz und Habermann 
das gesamte Arginin abgespalten worden ist, will ich nicht 
niher erortern. Ich verweise hier deshalb auf meine folgende 
Arbeit. 

Von den anderen durch mich dargestellten Spaltungs- 
produkten verdient namentlich das Guanidin eine lingere Er- 
Orterung. Dasselbe ist bisher aus Eiweifstoffen nicht erhalten 
worden. Der Grund ist wohl hauptsachlich darin zu suchen, 
dafi die « Argininfraktion» sich so lange nicht gut weiter ver- 
arbeiten lieBb, als es, abgesehen vom Argininsilber, nicht eine 
andere Verbindung gab, die gestattete, das Arginin anniihernd 
quantitativ abzuscheiden. Eine derartige Verbindung haben 
wir jetzt durch Steudel im Argininpikrolonat kennen gelernt, 
Leider gehen in die «Guanidinfraktion» nach der Entfernung 
des Arginins immer Korper hinein, die in noch hoherem Mabe 
als das Arginin das Vermoégen besitzen, die zur Darstellung 
des Guanidins am besten geeignete Verbindung, nimlich das 
Guanidinpikrat, in Lésung zu halten. Der Gehalt der Spaltungs- 
fliissigkeiten an Guanidin war daher sicher hoher, als die von 
mir gefundenen Zahlen angeben, er mag in Wirklichkeit das 
2—3fache betragen haben. 

Durch das Auffinden des Guanidins warf sich sofort die 
Frage auf, ob dasselbe einem besonderen, bisher unbekannten 
Guanidinkern entstammte oder sekundares Spaltungsprodukt war, 
das sich aus dem Arginin gebildet hatte. Um dies zu entscheiden, 
habe ich 1 g reines Arginin (Analyse siehe in der Arbeit von 
Kutscher-Otori, S. 101) 24 Stunden mit 10 cem 30°;oiger 
Schwefelsiiture am Riekflubkiihler gekocht. Die Schwefelsiiure 
wurde darauf durch Baryt, der tiberschiissige Baryt durch 
Kohlensiiure entfernt. Die schheblich gewonnene konzentrierte 
Losung wurde nach Steudel mit Pikrolonsdéure gefallt und 
aus dem Filtrat vom Argininpikrolonat nach dem Ausiithern 
durch Schwefelsiiure etc. wieder eine LoOsung der kohlensauren 
Basen dargestellt. Dieselbe gab auf Zusatz von Natriumpikrat 
eine kornige, kristallinische Fallung, doch reichte die erhaltene 
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Menge nicht einmal zur Schmelzpunktbestimmung. Wenn 
also wirklich das Arginin bei langem Kochen mit  starker 
Schwefelsiiure etwas zersetzt werden sollte, so kann nach 
meinem Versuch sich Guanidin hdchstens in Spuren_ bilden. 
Demnach mu das von mir aus Pseudomucin isolierte Guanidin 
einem besonderen Guanidinkern entstammen. 

Um mich iiber die Verbreitung des Guanidins unter den 
Spaltungsprodukten der verschiedenen Ejiweibstoffe etwas zu 
unterrichten, habe ich noch 50g Casein (von Griibler be- 
zogen, Marke Handelscasein I) und 50 g beste deutsche Handels- 
gelatine mit Schwefelsiiure in gleicher Weise wie das Pseudo- 
mucin behandelt. Bei beiden bildete ich dann die Guanidin- 
fraktion. Beim Casein wie beim Leim versagte jedoch sowohl 
das Natriumpikrat, wie die gesiittigte freie Pikrinsaurelosung. 
Ich fiihrte daher die Basen der Guanidinfraktion in die salz- 
sauren Verbindungen iiber. Beim Casein erhielt ich nunmehr 
mit alkoholischer Cadmiumehloridlésung einen kristallinischen 
Niederschlag vom Aussehen des Guanidincadmiumchlorids, auch 
die Analyse stimmte annihernd hierzu: 

Ks gaben nimlich 0.1342 ¢ Substanz 12.3 cem N, T. = 19°C., Ba. = 750 mm 
Das entspricht 9,7°/o N, waihrend CH,N,- HCl- 2 CdCl, fiir N 9,1°/o verlangt 

Die gesamte Ausbeute war von mir zur Analyse ver- 
wandt worden. 

Beim Leim versuchte ich das Guanidin in Form  seines 
Golddoppelsalzes zu gewinnen. Ich erhielt schlieblich eine ge- 
ringe Menge Kristalle vom Aussehen und den Eigenschatten 
des Guanidingoldehlorids, doch reichten sie nicht fiir eine 
Analyse. 

Nach diesen Versuchen bildet sich Guanidin in geringer 
Menge jedenfalls auch aus anderen EiweiSstoffen. Seine Isolierung 
wird hier durch Substanzen, die in die «Guanidinfraktion» ein- 
gehen, auberordentlich erschwert. 

Beziiglich einiger anderen Spaltungsprodukte kann ich 
mich kiirzer fassen. Durch den Nachweis der Liivulinsaure ist 
der Beweis erbracht, dal die Kohlehydratgruppe im Pseudomucin 
aus einem echten Kohlehydrat bestehen muf. Auch in dieser 
Beziehung weicht also das Pseudomucin wesentlich vom Para- 
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mucin ab, das nach den Untersuchungen von Panzer!) keine 
Lavulinséiure abspaltet. 


Wie die Liavulinséure sind wahrscheinlich auch die 
Ameisensaure, Essigsaure und Propionséure auf den zersetzten 
Kohlehydratkomplex zuriickzufihren. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 363. 








Die Oxydation des Pseudomucins und Caseins mit Calcium- 
permanganat. 
Von 
J. Otori (Tokio). 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. August 1904.) 


Seitdem wir durch Steudel!) in den Permanganaten der 
alkalischen Erden sehr giinstig wirkende Oxydationsmittel kennen 
gelernt haben und durch Kutscher und Zickgraf?) eine 
Methode ausgearbeitet ist, welche gestattet, die Eiweifstoffe 
mit Hilfe obiger Reagentien glatt zu oxydieren, bietet es keine 
sonderlichen Schwierigkeiten mehr, die Ergebnisse der Hydro- 
lyse der Eiweiikorper durch die Oxydation zu kontrollieren. 
Ich habe dies getan und da ich beim Pseudomucin auf itiber- 
raschende Ergebnisse stieb, auch das Casein noch in den Kreis 
meiner Untersuchungen gezogen. 

Z7uniichst versuchte ich festzustellen, ob beim Pseudo- 
mucin wie beim Leim die Maximalausbeute an Guanidin und 
das Verschwinden der Biuretreaktion zusammenfallen. — [ch 
ging dabei ahnlich wie Zickgraf*) vor. Es wurden je 10 g 
lufttrockenes Pseudomucin entsprechend 8,67 g trockener, 
aschefreier Substanz in ca. 300 cem Wasser aufgeschwemmt, 
die Fliissigkeit zum Sieden erhitzt und langsam in die siedende 
Fliissigkeit eine LO°/o1ige L6sung von Caleiumpermanganat ein- 
getropft. Nach der Entfarbung des Reaktionsgemisches wurde 
der Manganschlamm abgesaugt, mehrfach mit Wasser ausgekocht, 
von neuem abgesaugt und die verschiedenen vereinigten Filtrate 
aut dem Wasserbade auf ein kleines Volumen gebracht. Es 
schieden sich im Laufe von 24—48 Stunden, wie schon 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXXII S. 241. 


Sitzungsber. der Kénigl. preuf. Ak. der Wissensch. 28. Mai 1903. 
Diese Zeitschrift, Bd. XLI, 5. 259. 
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Kutscher und Zickgraf!) beobachtet haben, schwerlésliche, 
kalkhaltige Verbindungen ab. Dieselben wurden abgesaugt, 
vereinigt und zusammen verarbeitet. Ich will diese Ver- 
bindungen als «Fraktion der schwerléslichen Kalkverbindungen » 
bezeichnen. 

Die Filtrate von diesen Substanzen wurden jedes einzeln 
ohne weitere Vorbehandlung mit Natriumpikrat ausgefiillt. Nach 
24 Stunden wurden die abgeschiedenen Pikrate abgesaugt, aus 
wenig Wasser umkristallisiert, wiederum abgesaugt, getrocknet 
und gewogen. Die Mutterlaugen wurden gemessen und an dem 
gefundenen Pikrat — es handelte sich nur um Guanidinpikrat — 
nach Emich?) eine entsprechende Korrektion angebracht. Die 
Identifizierung des Guanidinpikrates geschah meist durch Schmelz- 
punktbestimmung, bei der Maximalausbeute auch durch Analyse. 
Ich gebe die Resultate, die von mir erhalten wurden, in einer 
Tabelle wieder. 


Tabelle I. 


Versuche mit Pseudomucin. 








Versuchs-Nr. | lI II] lV V V1 
! Few: te es ees | os sce ar Ae vo 
\ng W ind . 5.64 j S.0/4 g | So ¥ 5.6, 5.64 O.6/7 g 
Substanzmenge | 
‘ ie ne ig es ee ae ee ee ee eae l 
Zur Oxvdation 
' } 
benutzte Menge von — > 
‘ yp. or 4 tf) is . co a) bat a 
Calcium- | OU g H) OO ¢g 60 g 70 9 Og 
permanganal 
| 
Ausfall der a stark spuren- 
| le pOsItiv * ‘sehwach schwach negativ 
Biuretreaktion positin | haft 


Ausbeute an | 9 9499 6 0.2973 «0.5041 2) 0.4381 © | 0.4132 «| 0.3519 g 


Guanidinpikrat 





5, £, 

2) Monatshefe f. Chemie 1891, 5. 23. 

8) Die Analyse des in Versuch III 
ergab foleenden Wert: 0.0936 ¢ Substanz gaben 24.2 com N; T 185° C., 


aT 


Ba. = 755 mm. Demnach N 28.860 N. Verlangt sind 29,2 °%/o N. 


sewonnenen Guanidinpikrates 


Der Schmelzpunkt des Pikrates lag ber 314° C. 
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Kin Blick auf vorstehende Tabelle zeigt zunichst, daB die 
Maximalausbeute an Guanidinpikrat beim Pseudomucin wohl 
mit der Abnahme, aber nicht mit dem Verschwinden der biuret- 
reaktion zusammenfallt. Hier liegen die Verhiltnisse also 
komplizierter als beim Leim, wo Verschwinden der Biuret- 
reaktion und Maximalausbeute an Guanidin sich gerade decken. 
Zu sehr auffalligen Resultaten kommt man aber weiter, wenn 
man das Guanidinpikrat in Arginin umrechnet. Die 0,5041 g 
Guanidinpikrat der Maximalausbeute entsprechen 0,465 g Ar- 
ginin. Auf 100 g Pseudomucin umgerechnet mubten dieselben 
demnach eigentlich 5,36 g Arginin enthalten. In Wirklich- 
0.7773 g 
Arginin!) erhalten worden d. h. ca. nur 4{,,—!/, der aus 
dem Guanidin berechneten Menge. Wie erklart sich diese ge- 
waltige Differenz? Es scheinen sich hierfiir, wenn man meine 
vorstehende Arbeit in betracht zieht, zwei Erklarungen geben 


keit sind aber bei Siurespaltung nur 0,2875 g resp. 


zu lassen, die beide einige Wahrscheinlichkeit fiir sich haben. 
Entweder muf} man annehmen, daf im Pseudomucin das Arginin, 
aus dem das Guanidin hervorgegangen sein kann, so fest ver- 
kettet ist, dab es sich durch Séuren tiberhaupt nicht vollkommen 
abspalten labt. Fiir diese Anschauungsweise spricht die hohere 
Ausbeute an Arginin, die ich mit der eingreifenderen Methode 
von Hlasiwetz und Habermann?) erhalten habe. In diesem 
Falle miibte man das Plus an Arginin, das sich aus dem bet 
der Oxydation gewonnenen Guanidin berechnet, auf das durch 
Séuren nicht abspaltbare Arginin beziehen. Oder aber man 
muf im Pseudomucin auber dem Arginin noch einen zweiten, 
groben Guanidinkern annehmen. Auch hierfiir lieben sich die 
In meiner vorstehenden Arbeit erhaltenen Resultate verwerten. 
Ich habe ja dort direkt Guanidin bei der Hydrolyse erhalten 
und dieses kOnnte dem neuen Guanidinkern entstammen, der 
durch die Hydrolyse teilweise gesprengt wurde, wodurch etwas 
Guanidin fret wurde. Im Augenblick wage ich mich weder fur 
die eine noch fiir die andere dieser beiden mdglichen § Er- 
klarungen zu entscheiden. Jedentalls aber geben meine Re- 


') Siehe vorstehende Arbeit. 
. Liebigs Annalen, Bd, 159, 5. 304, u. Bd. 169, S. 240. 
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sultate eine gute Illustration zu dem Wert jener Arbeiten, in 
denen nach fehlerhafter Methode, ohne jede Kontrolle durch 
die Darstellung der kristallinischen Subtanzen, in ganz ernst- 
hafter Weise, der Amid-, der Diamino- und Monoaminostickstoff 
der verschiedensten Eiweibstoffe bestimmt wird. 


Verarbeitung der «Fraktion der schwerléslichen Kalk- 
verbindungen». 

Bereits durch Zickgraf!) ist versucht worden, diese 
Fraktion aufzuteilen. Zickgraf ist dabei zu einem eigenartigen 
Korper gelangt, doch ist die Methode sehr eingreifend und nur 
fiir eine Substanz geeignet. Dagegen ist kirzlich durch Kutscher 
und Martin Schenck ein Verfahren ausgearbeitet, das eine 
glatte Aufteilung der Fraktion gestattet.2) Ich habe dieses 
Verfahren benutzt. Die gesamten gesammelten, schwerloslichen 
Verbindungen, deren Ausbeute gering gewesen war, wurden in 
siedendem Wasser gelést. In die siedende Losung wurde 
Ammoniumkarbonat in Stiicken eingetragen. Vom _  ausge- 
schiedenen Calciumkarbonat wurde abgesaugt und das Filtrat 
auf dem Wasserbade eingeengt. Es schied sich zunachst in 
gelblichen Kornchen ein schwerldslicher Korper ab, der mit 
dem Zickgrafschen identisch ist. Nach der Umkristallisation 
sublimierte er bei ea. 260°. Die Sublimation erfolgte ohne 
merkliche Zersetzung, denn aus heifem Wasser kristallisierten 
die sublimierten Massen von neuem in feinen Nadeln, die denen 
des Ausgangsmaterials vollkommen glichen. Uber 300° farbte 
sich der Kérper im zugeschmolzenen Rohrchen dunkel, ohne 
aber bis 330° erhitzt zu schmelzen. 

Das Filtrat von dieser Substanz wurde zur Trockne 
gebracht. Es hinterblieb eine Kristallmasse, welche nach dem 
Waschen mit Alkohol rein weil erschien und im Schmelz- 
rohrehen bei 330°C. unter Aufschdumen nach vorgiéngiger 
Schwirzung sich zersetzte. Von Kutscher und Schenck ist 
diese Fraktion beim Leim glatt in die von Zickgraft beobachtete 
Substanz und oxaminsaures Ammop zerlegt worden. Oxamin- 


\ 
7 C 


2) Beriche der deutsch. chem. Ges., 1904, Heft 13 
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saures Ammon, das bei 226°C. schmilzt, lag danach nicht vor. 
Um weitere Anhaltspunkte zu erhalten, wurden die Kristalle 
in Wasser gelOst und mit Silbernitrat gefallt. Die Fallung 
wurde mit heiBem Wasser aufgenommen, dabei blieb ein amorphes 
Silbersalz zuriick, dessen Menge zur Analyse nicht  reichte. 
beim Eimengen des gelosten Silbersalzes reduzierte dieses nicht 
unbetriichtlich. Eine Silberbeistimmung gab folgenden Wert: 

0.1268 ¢ Substanz heferten beim Gliihen 0.1042 ¢ Ag; daraus be- 
rechnen sich 82,18 °/o Ag. 

Auberdem sind von mir auch noch die Filtrate vom 
Guanidinpikrat bis zu einem gewissen Grade verarbeitet worden. 
Sie wurden vereinigt und mit Schwefelsaéure stark angesiiuert. 
Dabei trat deutlch ein angenehmer fruchtétherartiger Geruch 
auf, den die Fliissigkeit vorher nicht besessen hatte. Sie wurde 
filtriert’ und der Destillation unterworfen, bis das Destillat 
schwach sauer tiberging. Das Destillat wurde von neuem und 
gwar fraktioniert destilliert. Die [. Fraktion gine bei 90° C. 
liber. Sie enthielt hauptsichlich jene angenehm = riechenden 
Stoffe, deren ich oben Erwahnung getan habe. Die Jodoform- 
probe und die Probe mit Nitroprussidnatrium wurde von ihr 
stark gegeben, dagegen vermochte sie o-Nitrobenzaldehyd_ bet 
alkalischer Reaktion nicht in Indigo tiberzufithren. Sie enthielt 
demnach kein Aceton. Was fiir Korper in ihr steckten, ver- 
mag ich micht zu sagen, doch erscheint mir das Freiwerden 
leicht fliichtiger Substanzen beim Ansiiuern der Oxydations- 
fliissigkeit auffillig und der weiteren Verfolgung wert. Die 
sleiche Beobachtung konnte ich am Casein machen. 

Die I. Fraktion enthielt die hoher siedenden Teile des 
Destillates, aus ihr vermochte ich nach dem bekannten Lie- 
bigschen?!) Verfahren tiber das Natronsalz durch fraktionierte 
Destillation ameisensaures Silber zu erhalten. Ich lasse die 
Analyse desselben folgen: 

0.125 ¢ Silbersalz gaben O.O88+ ¢ Ag — 70.88°/o Ag. Fiir ameisen- 


saures Silber werden 70,59°o Silber verlanegt. 


1) Liebigs Annalen, Bd. 72. S. 42. 
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Die Oxydation des Caseins. 


Die Oxydation des Caseins fiihrte ich wie diejenige des 
Pseudomucins aus. Auch die Verarbeitung der Oxydations- 
produkte geschah in der gleichen Weise. Ich gebe tabellarisch 
zunachst die Ausbeuten an Guanidinpikrat und das Verhalten 
der biuretreaktion wieder. Das verwandte Casein war von 
Griibler bezogen (Marke, Handeélscasein I), es entsprachen 
10 g des lufttrockenen Praparates 9,40 g bei 100° C. ge- 
trockneter Substanz. Der Stickstoffgehalt in dem trockenen 
Priparat betrug nach Dumas bestimmt 15,12 °/o. 

Tabelle IL. 


Versuche mit Casein. 





Versuchs- Nr. | lI III IV 





Angewandte 


Caseinmenge 


Zur Oxydation | 
benutzte Menge von — | ) ¢ DO ¢g 60 ¢g 70 g 
Calciumpermanganat — | | 


Ausfall der 


Z | deutlich schwach | spurenhaft negativ 
Biuretreaktion 


Ausbeute < eer anaes , , 
Ausbeute an 0.5006 & | 0.5464 1) | 0.4239 ¢ 0.421 


Guanidinpikrat | 
Keim Casein trifft, wie die Tabelle zeigt, das Verschwinden 
der Biuretreaktion mit der Maximalausbeute an Guanidin ziem- 
lich genau zusammen. ,Dagegen kommt man, wenn man das 
gefundene Guanidin auf Arginin umrechnet, ebenfalls zu einem 
hdheren Wert als bei Séurespaltung. Allerdings entfernt sich 
der letztere vom ersteren nicht so auffiillig wie beim Pseudo- 
mucin. Von Hart?) ist bei Saurespaltung aus 100 g Casein 
4.70 ¢ und 4.84 ¢ Arginin erhalten worden, wihrend nach 
meinem Oxydationsversuch 100 g¢ Casein zum mindesten 5,38 ¢ 
Arginin liefern miiBbten. Fiir das Plus des Arginins resp. Guanidins, 
‘) Die Analyse dieses Priiparates gab folgende Werte: O15 ¢g 
Substanz gaben 31 cem N; T. = 17.5° €C., Ba. = 730 mm. Daraus be- 
rechnen sich 29,56°/o N. Guanidinpikrat verlangt 29,2°/o N. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, 8. 356. 
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das sich beim Casein ergibt, gelten natiirlich die gleichen Er- 
wagungen, die ich beim Pseudomucin angestellt habe. 


Verarbeitung der Fraktion der schwerléslichen 
Kalkverbindungen. 

Die Aufteilung dieser Fraktion geschah nach der gleichen 
Methode, die ich beim Pseudomucin anwandte. Die Ausbeute 
an schwerlodslichen Kalkverbindungen war weit reichlicher ge- 
wesen, wie beim Pseudomucin. 

Ks wurde auch hier der Zickgrafsche Korper gewonnen, 
der durch qualitative Reaktionen identifiziert wurde. Weiter 
erhielt ich nicht unbetrachtliche Mengen an oxaminsaurem 
Silber, dessen Analyse ich folgen lasse. 

0,1114 g Substanz gaben beim Gliihen 0,0622 Ag 


0,209 » > » 13,2 ccm N; T. = 17° C., Ba. = 748 mm. 
Fir C,H,NO,Ag. 
Berechnet Gefunden 
Ag = 55,1 °/o Ag = 55,8 °/o 
N = 7,1 % N = 6,8 % 


Die Filtrate vom Guanidinpikrat wurden in gleicher Weise 
wie beim Pseudomucin verarbeitet. Ich habe schon oben hervor- 
gehoben, dai auch beim Casein angenehm nach Fruchtathern 
riechende Substanzen von niedrigem Siedepunkt beim starken 
Ansiiuren der Flissigkeit mit Schwefelsdéure frei werden. Die- 
selben gaben die Jodoformreaktion und Nitroprussidnatrium- 
reaktion wie das Aceton, sie vermochten aber ebenfalls nicht 
das o-Nitrobenzaldehyd bei alkalischer Reaktion der Fliissigkeit 
in Indigo wberzufiihren. Man mui demnach wohl annehmen, 
dafi bei der von mir eingehaltenen Oxydationsmethode aus dem 
Casein kein Aceton entsteht, oder aber, daB es nicht wie die 
hier in Betracht kommenden Substanzen gebunden, erst beim 
Ansiiuern der Flissigkeit frei wird. | 

Unter den mit Wasserdampfen fliichtigen Fettséuren fand 
sich namentlich Essigséure, die ich schlieBlich nach dem 
Liebigschen Verfahren in Form ihres Silbersalzes gewann und 
zur Analyse brachte. 

0,15054 g Substanz gaben beim Glithen 0,0682 g = 64,82°o Ag. 
Essigsaures Silber verlangt 64,67°/o Ag. 











Der Nachweis des Guanidins unter den bei der Selbst- 
verdauung des Pankreas entstehenden Korpern. 
Von 
Fr. Kutscher und J. Otori. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. August 1904. 


In letzter Zeit haben die Vorgiinge, die sich bei der Selbst- 
verdauung der Organe abspielen, wesentlich an physiologischem 
Interesse gewonnen, weil wir annehmen miissen, dab sie sich 
entweder so, wie wir sie im Reagensglas beobachten koénnen, 
oder in mehr oder minder modifizierzter Form auch wiihrend 
des Lebens abspielen. Besonders geeignet zum Studium dieser 
Vorgiinge ist das Pankreas, da dasselbe reich ist an kriiftigen 
und mannigfaltigen Enzymen, auf deren Wirkung wir die Selbst- 
verdauung der Organe zuriickfiihren. 

Bei Untersuchungen, die namentlich von Kutscher tiber 
die Einwirkung des Trvpsins auf die Eiweibstoffe der Bauch- 
speicheldriise angestellt worden sind, hat sich ergeben, dab 
dieselben, entgegen den Anschauungen Kiihnes, sehr schnell 
vom Trypsin zerstort und in biuretfreie Korper tbergefiihrt 
werden. Kutscher und Lohmann haben dann neuerlich ver- 
sucht, die basischen Substanzen, die bei der Selbstverdauung 
des Pankreas entstehen, sich aber der Beobachtung bisher ent- 
zogen hatten, zu gewinnen. Sie untersuchten die «Lysinfraktion » 
niiher und konnten zeigen, daf} dieselbe nicht einheitlich ist, 
sondern neben Lysin reichliche Mengen Cholin enthalt. Die 
Methode, die sie anwandten, ist kurz folgende: Die lebend- 
frischen Pankreasdriisen wurden fein gehackt, in Chloroform- 
wasser aufgeschwemmt und der Autodigestion bei 37° C. iiber- 
lassen, bis die Verdauungsfliissigkeit biuretfrei war. Die Ver- 
dauungsfliissigkeit wurde darauf von Phosphaten durch Baryt 
































Q4 Fr. Kutscher und Otori, 


befreit und aus ihr nach Kutschers Angaben bei schwach 
salpetersaurer Reaktion die Alloxurbasen durch Silbernitrat 
abgeschieden. Die Silbernitratverbindungen der Alloxurbasen 
wurden abfiltriert. Aus dem, Filtrat wurde nach bekannter 
Methode gleichzeitig Histidin und Arginin durch Silbernitrat 
und Barythydrat niedergeschlagen. Nach Entfernung dieser 
Korper lie6 sich durch Phosphorwolframséiure aus der Ver- 
dauungsfliissigkeit ein Gemenge von Lysin und Cholin § aus- 
fiillen, aus dem schlieBblich das Cholin mit Hilfe seiner Doppel- 
verbindungen mit Quecksilberchlorid und Platinchlorid rein 
dargestellt werden konnte. 

Wie aus vorstehendem ersichtlich, wurde als mittlere 
Fraktion ein Niederschlag gewonnen, der hauptsachlich aus 
Histidin- und Argininsilber bestehen sollte. Mit diesem Nieder- 
schlag, der zum ‘Teil nicht verarbeitet war, haben wir uns 
im nachfolgenden beschiftigt. Zur weiteren Trennung wurde 
er in verdiinnter Salpetersiiure gelOst und nunmehr nach be- 
kannter Methode durch vorsichtigen Zusatz von Barythydrat 
unter Kontrolle von ammoniakalischer Silberlosung eine Histidin- 
und Argininfraktion gewonnen. 


Verarbeitung der Histidinfraktion. 


Die Histidinfraktion wurde zunichst durch Losen in ver- 
diinnter Salpetersiure und Ausfallen mit Ammoniak gereinigt. 
Die so erhaltenen Silberverbindungen wurden mit iiberschiissiger 
Salzsiiure zersetzt. Die aus den Silberverbindungen erzeugten 
Chloride wurden abgedampft, mit Tierkohle entfarbt, auf dem 
Wasserbade zum Sirup eingeengt und tiber Schwefelsaéure ge- 
halten, bis sich ihr Gewicht nicht mehr anderte. 

Das Gewicht der so erhaltenen Masse, die reichlich mit 
Kristallen von Histidindichlorid durchsetzt war, betrug ca. 5 g. 
Aus ihr lieBb sich durch Zugabe von konzentrierter Salzsaure 
(sp. Gew. 1,19) und Alkohol das Histidin als Histidindichlorid 
bis auf Spuren abscheiden. Wir modchten hier noch einschalten, 
daf} das Histidindichlorid in konzentrierter Salzsiure, ganz ahn- 
lich wie die salzsaure Glutaminsiiure, kaum loéslich ist. Man 
kann daher auf dem Filter das Histidindichlorid genau wie die 
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salzsaure Glutaminsiure ohne merklichen Verlust mit konzen- 
trierter Salzsiiure auswaschen und so von Verunreinigungen 
befreien. Die Ausbeute an reinem Histidindichlorid betrug 
schlieBlich 2,5 g. Die in Alkohol lOslichen Mutterlaugen vom 
Histidindichlorid wurden durch Abdampfen auf dem Wasser- 
bade von der Hauptmenge der uberschiissigen Salzsiiure und 
dem Alkohol befreit, der verbleibende Riickstand wurde iiber 
Schwefelsiure und Kalistiicken gehalten, bis er keine Salzsiiure 
mehr abgab. Danach wurde er mit wenig Wasser aufgenommen, 
die wiisserige Losung wurde nach den Angaben Steudels’) 
mit alkoholischer Pikrolonsaure ausgefiillt. Es wurde so ein 
Pikrolonat erhalten, das in Alkohol und kaltem Wasser kaum 
loslich war. Auch in heibem Wasser loste es sich schwer und 
kristallisierte daraus beim Erkalten in glanzenden, gelben, 
makroskopischen Nadeln. Erhitzte man das erhaltene Pikrolonat 
im Schmelzrodhrchen langsam, dann zersetzte es sich unter 
Feuererscheinung mit schwachem Knall bei 539° C. ganz scharf, 
nachdem es sich bei 325° C. zu sechwirzen begonnen hatte. 
Bei schnellem Erhitzen konnte der Explosionspunkt wesentlich 
hoher (bis zu 360° C.) steigen. Notwendig fiir die Explosion 
ist die Uberfiihrung der gelben in die dunkle Verbindung, die 
sich langsam vollzieht. Aus diesem Grunde kommt man nur 
bei langsamem Erhitzen zu einem scharfen Explosionspunkt. 
Die Ausbeute an diesem Pikrolonat hatte ca. 5 g betragen. 
Wir haben nur Stickstoffbestimmungen davon ausgefiihrt. Die- 
selben folgen hier. 

1. 0,1898 g Substanz gaben 29.8 ccm N, T. = 17,2° C., Ba. = 747 mm. 

Daraus berechnen sich 17,61°/o N. 
2. 0.1898 g¢ Substanz gaben 30 cem N, T. = 17,5° C., Ba. = 746 mm. 
. Daraus berechnen sich 17,67°)o N. 
Diese Substanz enthidlt also im Mittel 17,64° 0 N. 

Die Hauptmasse des Pikrolonates wurde nach Steudels?) 
Angaben mit Schwefelsiiure zersetzt, die Pikrolonsaure durch 
Ather entfernt. Aus dem Riickstand wurde die Schwefelsiiure 
durch Baryt, der wtberschiissige Baryt durch Kohlensaure ab- 





1) Diese Zeitschrift. Bd. XXXVII, S. 219. 


Th. ¢. 
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geschieden. Wir vermuteten in der so von den verschiedenen 
Reagentien befreiten Flussigkeit nun eigentlich eine freie Base. 
Nach dem Abdampfen hinterblieb aber nur ein geringer, stark 
barythaltiger Rest, der durchaus nicht der Masse des zersetzten 
Pikrolonates entsprach. Derselbe gab keinen Niederschlag 
mit Phosphorwolframsiure, wohl aber mit Silbernitrat einen 
kristallinischen Niederschlag vom Aussehen des lavulinsauren 
Silbers. Zur Analyse reichte die Silberverbindung nicht. Da 
auch der Stickstoffwert des Pikrolonates zu einem Korper paBt, 
welcher neben zwei Molekiilen Pikrolonsiiure ein Molekiil Li- 
vulinsiiure enthalt und das Auftreten von Livulinséure nach 
unserer Arbeitsmethode sich in der Histidinfraktion wohl an- 
nehmen lief, haben wir versucht, reine Livulinsaiure mit Pikrolon- 
siure zu verkuppeln. Das ist uns aber bisher nicht gelungen. 

Ob daher das obige Pikrolonat wirklich eine Verbindung 
der Liavulinsiiure mit Pikrolonsaure darstellt, diese Frage miissen 
wir zur Zeit offen lassen. Jedenfalls handelte es sich um die 
Verbindung einer stickstoffarmen oder stickstofffreien Siure, 
die wahrscheinlich ebenfalls in Ather léslich ist und die wir 
bei unseren Bemtihungen, sie von der Pikrolonsiiure zu befreien, 
gleichzeitig mit der Pikrolonsaure der Hauptmasse nach in den 
zum Ausschiitteln benutzten Ather brachten. Nur so kénnen 
wir die geringe Ausbeute, die wir von ihr erhielten, unge- 
zwungen erkliiren. 

Die Mutterlauge des geschilderten Pikrolonates wurde 
durch Abdampfen vom Alkohol befreit, darauf mit Wasser 
aufgenommen, mit Schwefelsiiure angesiuert, ausgeathert. Die 
wiisserige LOsung wurde mit Baryt von der Schwefelsiaure, 
mit Kohlensiiture vom iiberschiissigen Baryt frei gemacht und 
auf ein kleines Volumen gebracht. Es kristallisierte nunmehr 
in kleinen Kugeln eine Substanz, die vielleicht Uracil war. Die 
Ausbeute daran gestattete nur einige qualitative Reaktionen. 
Sie sublimierte schwierig, war ziemlich schwer in Wasser |6s- 
lich und lieB sich aus ihrer wisserigen LOsung durch Silbernitrat 
und eine Spur Ammoniak niederschlagen. Die Silberverbindung 
war leicht lOslich in tberschiissigem Ammoniak sowie in Sal- 
petersiiure. Im offenen und geschlossenen Schmelzrdhrchen 
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schmolz sie bei 322° C., wahrend Uracil nach den Angaben 
von E. Fischer und G. Rolder') bei 335° C. schmelzen soll. 
Zur Analyse reichte die Menge nicht hin. Nach der Kristalli- 
sation dieser Substanz verblieb als Rest eine geringe Menge 
eines schmierigen Sirups, der weiterer Bearbeitung sich nicht 
zuganglich erwies. 

Es hatte sich demnach die Histidinfraktion bis auf einen 
geringen Rest in gut kristallisierende Korper auflésen lassen. 
Die Hauptmasse darin bestand aus Histidin und einer wahr- 
scheinlich stickstofffreien Saure, daneben fand sich vielleicht 
etwas Uracil. 


Die Aufteilung der Argininfraktion. 


Die Silberverbindungen der Argininfraktion wurden in 
verdiinnter Schwefelsiiure gelost, durch Schwefelwasserstoff aus 
der Lésung das Silber, durch Baryt die Schwefelsiure, durch 
Kohlensiiure der iiberschiissige Baryt entfernt. Nach dem Kin- 
dampfen und Aufbewahren im Exsikkator trockneten die kohlen- 
sauren Basen schlieBlich zu einem = durechsichtigen, schwach 
gelbgefiirbten Lack ein. Das Gewicht desselben betrug ca. 9 g. 
Nun kristallisiert bekanntlich freies und kohlensaures Arginin 
in reinem Zustande sehr leicht. Das abweichende Verhalten 
des von uns dargestellten mubte durch Beimengung anderer 
Korper bedingt sein. Um dieselben zu gewinnen, benutzten 
wir auch hier die Pikrolonsiiure. Reines Arginin liefert nach 
Steudel?) mit Pikrolonsaure eine Verbindung, die in Alkohol 
so gut wie unloslich ist. Wir nahmen also den oben be- 
schriebenen Lack in wenig Wasser auf und fallten nach 
den Angaben Steudels mit alkoholischer Pikrolons&ure. Die 
reichliche Fallung wurde abgesaugt, mit Alkohol gewaschen 
und nach Steudel mit Schwefelsiure zersetzt. Aus der 
schwefelsauren Fliissigkeit wurde nach Entfernung der Pikrolon- 
siiure durch Ather, durch Baryt ete. die kohlensaure Base dar- 
gestelit. Dieselbe kristallisierte nunmehr sofort nach dem Ein- 


1) Berichte d. deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. 34, S. 3761. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 219. 
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engen. Es wurden gewonnen 4 g kristallinischer Masse. Doch 
lag, wie eine Stickstoffbestimmung zeigte, noch nicht ganz reines 
Arginin vor. Die Stickstoffbestimmung der bei 120° C. getrock- 
neten Substanz gab folgenden Wert: 
0.0923 ¢ Arginin gaben 25,8 ccm N, T. = 17° C., Ba. = 737 mm. 
Daraus berechnen sich: 28,43°/o0 N. 
Fir C,H,.N,O, berechnet: 32,18°/0 » 

Was fiir ein KOrper dem Arginin beigemengt war, ver- 
mogen wir nicht zu sagen. Man wird aber wohl Aufschlu8 
dariiber erhalten, wenn man dieses Arginin iiber seine schwer- 
losliche Kupferverbindung weiter reinigt. 

Aus der Mutterlaunge vom Argininpikrolonat wurde der 
Alkohol verdampft, der Riickstand durch Schwefelsiure und 
Ather von Pikrolonsiiure befreit und schlieBlich aus ihm mit 
Hilfe von Baryt ete. die kohlensauren Basen dargestellt. Wiahrend 
das Ausgangsmaterial vor der Fiillung mit Pikrolonséure keinen 
Niederschlag mit Pikrinséiure oder Natriumpikrat gegeben hatte, 
gab die vom Arginin befreite wiisserige LOsung der verbliebenen 
Basen sowohl mit Pikrinsiiure als auch mit Natriumpikrat einen 
starken kristallinischen Niederschlag. Diese Erscheinung lieb 
sich nur erkliiren, wenn man annahm, dai durch das Arginin 
vorher die Bildung des Niederschlages verhindert war. Wir 
werden auf diese Verhiiltnisse spiiter genauer eingehen. Nachdem 
wir uns von dem Vorhandensein einer Base, die ein schwer- 
losliches Pikrat) bildete, tberzeugt hatten, fallten wir dieselbe 
mit wiisseriger Pikrinsiiure aus. Die Ausbeute an diesem Pikrat 
g. Analyse und Zersetzungspunkt zeigten, dafi Guanidin- 
pikrat vorlag. Namentlich ist das Verhalten des Guanidin- 
pikrates im SchmelzrOhrchen sehr charakteristisch. Es gestattet 
eine leichte Identifizierung desselben. Reines Guanidinpikrat, 


betrug 7 


aus Guanidinkarbonat (Kahlbaum) gewonnen, verhielt sich 
folvendermaben. Beir 280° C. begann es sich allmiihlich zu 
schwirzen, ber 300° C. setzte eine schwache Sublimation ein, 
die sich dadurech merkbar machte, dab am Thermometer und 
Reagenselas ein leichter gelber Beschlag erschien, zwischen 
3141--315° fand sehhieblich heftige Zersetzung unter Aufschiumen 
der Masse statt. Dabei wurden gleichzeitig reichlich gelbbraune 
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Dampfe ausgestoben, die sich am Reagensglas und Thermometer 


niederschlugen und hier feine Kristalle nach dem Erkalten des 
Apparates bildeten. Bei schnellem Erhitzen kann der Zer- 
setzungspunkt hoher legen (bis 320°C.). In diesem Umstand 
ist auch wohl die Ursache zu suchen, warum von Winterstein') 
der Zersetzungspunkt des Guanidinpikrates zu 316—318° C. 
angegeben wurde. Das von uns aus der Verdauungsfliissigkeit 
isolierte Pikrat verhielt sich genau wie das aus Guanidinkarbonat 
dargestellte. Es zersetzte sich bei 313°C, 


Analytische Belege. 
1. Guanidinpikrat aus der Verdauungsfliissigkeit : 
0,1960 g Substanz gaben 51,2 ccm N, T. = 14° C., Ba. = 747 mm. 
Daraus berechnen sich 29,82°/o N, 
Guanidinpikrat enthélt 29,2 °/o » 
2. Guanidinpikrat aus Guanidinkarbonat «Kahlbaum> : 
0.1958 g Substanz gaben 50,7 ccm N, T. = 14,2° C., Ba. 


Daraus berechnet man: 29.71% 0 N. 


743 mm. 

Leider verliuft die Isolierung des Guanidins nicht immer 
so glatt, wie wir es im vorstehenden geschildert haben, sondern, 
wie wir jetzt wissen, nur ausnahmsweise, denn es gehen fast 
immer in die «Guanidinfraktion» Korper, die in noch héherem 
MaBe als das Arginin das Vermégen besitzen, das Ausfallen des 
Guanidinpikrates zu verhindern. Wir werden spiiter darauf 
eingehen. 

Nach der Abscheidung des Guanidinpikrates untersuchten 
wir das Filtrat davon niéher daraufhin, ob nunmelhr alle Basen 
daraus entfernt seien. Das war nicht der Fall. Wir vermochten 
daraus schlieBlich einen stark basisch reagierenden Rest zu ge- 
winnen, der aber nicht in analysierbare Form zu bringen war. 

Zur Illustrierung der Schwierigkeiten, mit denen die Dar- 
stellung des Guanidins meist verbunden ist, moge_ folgender 
Versuch etwas niiher gescnildert werden. Durch Herrn Dr. Loh- 
mann war nach der bekannten Methode Kossels aus groberen 
Mengen Verdauungsfliissigkeit das kohlensaure «Arginins dar- 
gestellt. Dasselbe priisentierte sich ebenfalls als gelber durch- 
sichtiger Lack, der sich auf keine Weise zur Kristallisation bringen 





') Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, 5. 36. 




























100 Fr. Kutscher und Otori, 


lief. Seine Menge betrug 26 g. Wir haben ihn nach vorstehend 
geschildeter Methode weiter verarbeitet. Das aus dem Pikrolonat 
gewonnene Arginin kristallisierte sofort in festen  strahligen 
Massen. Als wir die «Guanidinfraktion» aber nach obigem Schema 
verarbeiten wollten, erhielten wir mit wiisseriger Pikrinsiiure eine 
milchige Triibung, mit Natriumpikrat zunichst tiberhaupt keine 
Fallung. Wir entfiirbten nunmehr mit Tierkohle. Nach dieser Be- 
handlung lef die Fliissigkeit mit Natriumpikrat sofort einen 
kristallinischen Niederschlag fallen, das Verhalten gegen wisserige 
Pikrinsiiure war das alte geblieben. Wir fillten zuniichst die 
ganze Masse mit Natriumpikrat aus. Das gewonnene Pikrat 
war Guanidinpikrat, wie Analyse und Zersetzungspunkt erwies. 
Die Ausbeute betrug aber nar 0,85 g. Wir lassen die Analyse 
folgen. Der Zersetzungspunkt lag bei 313° C. 
0.1306 g Substanz gaben 33.8 ccm N, T. = 17° C., Ba. = 746 mm. 
Daraus berechinen sich 29,12°/o N; Guanidinpikrat verlangt 29,20°/o N. 
Das Filtrat von dem durch Natriumpikrat erzeugten Nieder- 
schlag versetzten wir mit heif} gesittigter wisseriger Pikrinséure. 
Ks bildete sich darin eine starke milchige Triibung. Wir fiigten 
heibe PikrinsiiurelOsung so lange zu, bis in einer Probe durch 
kalt gesatligte, wasserige Pikrinsaiurelosung eine Verstarkung der 
Triibung nicht mehr hervorgerufen wurde. Aus der so behandelten 
Fliissigkeit schied sich langsam, wihrend die Fltissigkeit sich 
klirte, eine betrachtliche Menge eines Sirups ab, der allmahlich 
kristallinisch wurde. Bei unseren Versuchen, die gebildeten 
Kristalle aus heibem Wasser umzukristallisieren, schieden sie 
sich zuerst immer wieder Olig ab, um dann allmiihlich kristallinisch 
zu werden. Wir haben sie deshalb nicht der Analyse unter- 
worfen. Von einer Reinigung mit Tierkohle mubten wir Abstand 
nehmen, weil durch die Tierkohle viel Guanidinpikrat zuriick- 
gehalten wird. Wir haben auch Versuche gemacht, das Guanidin 
liber die Golddoppelverbindung oder iiber das salpetersaure 
Guanidin zu reinigen. Die Resultate waren aber wenig be- 
friedigend. Vielleicht eignet sich eine Verbindung des Guanidins 
mit Cadmiumchlorid besser. Dieselbe ist von Herrn Dr. Schenck!) 
dargestellt und niher untersucht worden. Uns gelang es, mit 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 72. 
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ihrer Hilfe aus dem verschmierten Pikrat etwas reines Guanidin- 


cadmiumchlorid zu gewinnen. Die Analyse der Cadmiumver- 
bindung gab folgenden Wert: 

0.1394 g Substanz lieferten 12.6 ccm N, T. = 18.5", Ba. 702 mm. 
Demnach enthielt der K6rper 9.66% 0 N. 
Guanidincadmiumehlorid verlangt 9,1 °/o » 

Was fiir Substanzen es sind, die hier so auberordentlich 
ungiinstig auf die sonst leicht kristallisierenden Guanidinver- 
bindungen einwirken, vermégen wir nicht zu sagen. Dagegen 
haben wir mit Sicherheit fiir das Arginin nachweisen kénnen, 
daf} dieses imstande ist, die Ausfillung des schwerldéslichen 
Guanidinpikrates zu verhindern. Wir benutzten fiir unsere Ver- 
suche ein Arginin, das aus analysenreinem Argininsilbernitrat 
dargestellt war. Wir lassen die Analysen folgen: 

1. 0,6384 g des sauren Argininsilbernitrats gaben 0,1678 g Silber. 

Daraus berechnen sich 26,28°,0 Ag. Berechnet: 25,96°/o Ag. 


2. 0,1154 g des freien Arginins gaben 33,1 ccm N, T. = 19° C., Ba. = 
790,5 mm. 
Daraus berechnen sich 32,10°o N.} 
Arginin enthalt 32,18°%o » 


Der Zersetzungspunkt der Base lag bei 210° C., Gule- 
witsch!) gibt denselben zu 207°C. an. 

Versuch |. 1 cem einer 0,2°/oigen LOsung von Guanidin- 
karbonat wurde mit 1 ccm einer 1°/oigen LOsung von Arginin- 
karbonat versetzt und darauf wasserige Pikrinsdéurelésung zu- 
gefiigt. Die Losung blieb zunéchst klar. Nach 15 Minuten 
begann eine geringe Kristallisation. 

Versuch Il. 1 ccm einer 0,2°/oigen L6sung von Guanidin- 
karbonat wurde mit 2 ccm einer 1°/oigen Lésung von Arginin- 
karbonat versetzt und darauf wasserige Pikrinsiureldsung zu- 
gefiigt. Die Losung blieb klar. Erst nach 48 Stunden waren 
geringe kornige Kristallmassen abgeschieden. 

In den Kontrollproben hatten Guanidinlésungen von gleicher 
Konzentration auf Zugabe von wéasseriger Pikrinséure sofort 
einen reichlichen Niederschlag gegeben. 

Ohne weiteres geht aus unseren Versuchen hervor, daf 
das Guanidin sich gegen Silbernitrat und Barythydrat wie das 





') Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, 5. 179. 
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Arginin verhalten mub, denn sonst hitten wir es ja nicht in 
der «Argininfraktion» auffinden kOnnen. Das Guanidin bildet 
nun in der Tat eine Silberverbindung, die in vielfacher Hinsicht 
weitgehende Ahnlichkeit mit dem Argininsilber zeigt. Mit dieser 
Verbindung haben wir uns wegen der Wichtigkeit, die sie fiir 
die Isolierung des Guanidins besitzt, eingehender beschiiftigt. 


Das Guanidinsilber. 


Das Guanidinsilber ist zuerst von Thiele‘) dargestellt 
worden. Thiele schreibt dariiber: «Gelegentlich erwihnte ich, 
dafi Guanidin sich mit Silber verbindet. Man erhilt die Ver- 
bindung als weifben, flockigen Niederschlag, wenn man gleiche 
Molekiile Guanidinnitrat und Silbernitrat mit etwas weniger 
als einem Molekiil Barythydrat fallt. Der Niederschlag ist leicht 
loslich in Siuren und Ammoniak und bildet vacuumtrocken 
ein graugelbes Pulver von der Zusammensetzung CH,N.Ag, 
+-H,O resp. CHN, -|- Ag,O.» Diese Angaben Thieles konnen 
wir in einigen wesentlichen Punkten ergiinzen. Wir stellten 
das Guanidinsilber so dar, daB wir Guanidinkarbonat in Wasser 
losten, die Fliissigkeit mit Salpetersaure ansiiuerten, Silber- 
nitratlbsung zufiigten, bis eine Probe, in gesiattigtes Barytwasser 
gebracht, schwach braun gefiirbt ausfiel. Wir fiigten jetzt der 
Fliissigkeit noch etwas Guanidinkarbonat zu, fallten mit Baryt- 
wasser, solange durech-dasselbe ein Niederschlag erzeugt wurde. 
Der Niederschlag besa alle Eigenschaften, die Thiele dem 
Guanidinsilber zuschreibt. Wir machten aber an ihm folgende 
Beobachtung, die uns nicht ohne Interesse erschien.  Stellt 
man den Niederschlag, ohne abzufiltrieren, ruhig an einen dunklen 
Ort, dann treten am dritten bis vierten Tage in den amorphen 
Massen kleine Drusen von langen, weiben, silberglanzenden 
Nadeln auf. Im Laufe von 3—4 Wochen wandelt sich schlieblich 
der gesamte Niederschlag in schone, etwas graugefiirbte, lange 
Nadeln um. 

Die kristallinische Modifikation des Guanidinsilbers hat 
die gleiche Zusammensetzung wie das amorphe Guanidinsilber 


') Liebigs Annalen, Bd. 302, S. 334. 
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(Analysen siehe S$. 104). Auch sein Verhalten gegen Sauren und 
Ammoniak ist dasselbe. In Wasser ist es kaum loslich. Wir 
haben es mehrere Tage in Wasser aufgeschwemmt gehalten. 
Das Filtrat von den ungeldsten Kristallen gab mit Salzsiiure 
nur eine opalescente Triibung, aber keinen merkbaren Nieder- 
schlag. Die Verbindung ist stark explosibel und eine direkte 
Silberbestimmung darin deshalb unmdeglich. 

Thiele hat die Formel des Guanidinsilbers offen gelassen. 
Wir haben versucht, dieselbe an dem kristallinischen Guanidin- 
silber festzulegen. Zu diesem Zweck wurde ein Teil im Vacuum 
liber Schwefelsiiure stark erhitzt. Es begann erst ber 170° C. 
unter gleichzeitiger starker Verfiirbung, die eine Zersetzung an- 
zeigle, an Gewicht zu verlieren. Nach diesem Verhalten scheint 
uns die Formel CH,N, + Ag,O die richtige zu sein. 

Wegen seiner Unl6dslichkeit in Wasser, die auch = der 
amorphen Modifikation zukommt, ist das Guanidinsilber nament- 
lich im Verein mit der Methode von Emich!) besonders ge- 
eignet zur quantitativen Gewinnung des Guanidins. Wir haben 
in dieser Richtung folgenden Versuch gemacht. 0.4974 ¢ 
Guanidinkarbonat wurden in Wasser gelodst, mit Salpetersaure 
angesiiuert, Silbernitratlésung im Uberschub zugefiigt und die 
Fliissigkeit mit festem Barythydrat gesittigt. Der entstandene 
Niederschlag wurde abfiltriert und salpetersiurefrel gewaschen. 
Filtrat ++ Spiilwasser betrugen 200 ccm. Darauf wurde der 
Niedersehlag mit verdiinnter Schwefelsiiture aufgenommen, das 
Silber durch Schwefelwasserstoff abgeschieden, das Filtrat vom 
Schwefelsilber mit Natronlauge neutratisiert, auf ein kleines 
Volumen gebracht und mit Natriumpikratlosung ausgefillt. Die 
Ausbeute an Guanidinpikrat betrug 1.5244 ¢, das ist 95,77°/o 
der berechneten Menge. Der Schmelzpunkt des Guanidinpikrates 
lag bei 315° CG. Von Emich?) wurden bei Versuchen, in 
denen er direkt Guanidin mit Pikrinsiiure ausfiillte, ca. 94°/o 
des angewandten Guanidins als Pikrat wieder gewonnen. 


') Monatshefte f. Chem., 1891, S. 23. 
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Das Guanidintannat. 


Auber dem Guanidinsilber haben wir noch das Guanidin- 
tannat daraufhin untersucht, ob es sich zur quantitativen Ge- 
winnung des Guanidins eignet. Guanidinkarbonat bildet, was 
bisher nicht bekannt zu sein scheint, mit Tannin in nicht zu 
verdiinnter LOsung einen weiben, flockigen, bald kornig werdenden 
Niederschlag, der in Wasser schwer, in tiberschiissigem Tannin 
sehr leicht léslich ist. Doch eignet sich, wie folgender Versuch 
zeigt, diese Verbindung weit weniger zur quantitativen Dar- 
stellung des Guanidins, wie das Guanidinsilber. Es wurden 
0,5033 g Guanidinkarbonat in wenig Wasser gelést und mit 
Tanninlésung unter Vermeidung eines Uberschusses ausgefillt. 
Die reichliche Fiallung wurde abgesaugt, mit Wasser gewaschen 
und mit tiberschiissiger Barytlésung sorgfaltig verrieben. Das 
Baryumtannat wurde abfiltriert, im Filtrat der tiberschiissige 
Baryt durch Kohlenséiure entfernt. Nach dem Einengen, Ent- 
firben mit Tierkohle ete. wurde mit Natriumpikrat gefallt. 
Wir erhielten 0,4612 g Guanidinpikrat, d. h. nur 28,63°/o der 
berechneten Menge Guanidin wieder. ‘Trotz dieses Ausfalls 
unseres Versuches mag das Guanidintannat sich doch in Fallen, 
wo es sich nicht um die quantitative Gewinnung des Guanidins 
handelt, mit Vorteil benutzen lassen. Wir modchten an dieser 
Stelle noch einsehalten, da6 sich das Arginin- und Lysinkarbonat 
ganz iihnlich wie das Guanidinkarbonat gegen Tannin verhalten. 
Auch sie werden in nicht zu verdiinnter LOsung durch Tannin 
in Form weifer Flocken gefillt, die sich in Wasser schwer, 
im iiberschiissigen Tannin leicht lésen und sich durch Baryt 
zersetzen lassen. 


Analytische Belege. 


1. 0.1280 


9 


kristallinisches Guanidinsilber gaben 0,1266 g AgCl; also 
74,44") Ag. 
Berechnet fiir CH,N, + Ag,0: 74,23°/o Ag. 


r Substanz gaben 18 ccm N, T. = 18° C., Ba. = 748 mm. 


a) 


2. 0 1336 


Daraus berechnen sich: 14,62°/0 N 
Berechnet fiir CH,N, + Ag,O: 14,43%o » 
Das kristallinische Guanidinsilber explodiert heftig unter lebhafter 


Feuererschemung ber 3803—305° C, 
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Das Harnstoffsilber. 


Wegen der weitgehenden Ahnlichkeit, die zwischen den 
Verbindungen des Imidoharnstoffs und Harnstoffs besteht, haben 
wir auch das Harnstoffsilber niher untersucht. Dasselbe ist 
zuerst von Mulder') dargestellt und sehr gut beschrieben 
worden. Mulder erhielt es, indem er auf Harnstofflosung 
Silbernitrat und verdiinnte Natronlauge einwirken lief, als 
gelblichen, amorphen, volumindsen Niederschlag, der bald nach 
seinem Entstehen konsistenter und damit gut filtrierbar wurde. 
Wir haben dasselbe erzeugt, indem wir einer HarnstofflOsung 
Silbernitrat in einer Menge zufiigten, dafi auf ein Molekiil 
Harnstoff zwei Molekiile Silbernitrat kamen. Die Umsetzung 
bewirkten wir durch vorsichtige Zugabe von Barytwasser. Es 
fiel darauf zuniichst genau, wie es Mulder angibt, ein volu- 
minoser gelblicher Niederschlag. Derselbe wurde, um _ mit 
Mulder zu sprechen, im Laufe von 1—3 Stunden konsistenter. 
Er anderte dabei gleichzeitig seinen Farbenton, der aus gelb 
in weiB umschlug. Die mikroskopische Untersuchung klirte 
uns iiber die Ursache dieses Vorganges auf: es zeigte sich 
namlich, daf der amorphe gelbe Niederschlag sich in die weife 
Modifikation umwandelte, wenn er aus dem amorphen in den 
kristallinischen Zustand tiberging. Diese Umwandlung vollzieht 
sich im Gegensatz zum Guanidinsilber fast immer sehr schnell, 
sie ist, wie gesagt, meist bereits nach 1—3 Stunden vollendet. 
Die kristallinische Modifikation des Harnstoffsilbers besteht aus 
mikroskopischen, kleinen, besenartig vereinigten Nadeln. Das 
Verhalten des Harnstoffsilbers ist recht charakteristisch und 
wohl geeignet zur Identifizierung des Harnstoffs. Das _ kristal- 
linische Harnstoffsilber ist in Wasser wohl schwer, doch nicht 
so unloslich wie das Guanidinsilber, durch Salpetersiéiure und 
Ammoniak wird es leicht gelést. Ihm kommt jedenfalls die 
Formel AgNH:CO-NH- Ag zu. Eine Silberbestimmung pabte 
zu obiger Formel. 

0.1540 g vacuumtrockener Substanz gaben 0,121 g = 78,55°%o Ag. 


Obige Formel verlangt 78,84°o Ag 


mr: 





') Berichte der deutsch. chem. Ges., Bd. VI, S. 1019. 
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Wir haben des weiteren einige Versuche angestellt, die 
darauf ausgingen, zu erfahren, ob man den Harnstoff bei einer 
dem Guanidin analogen Behandlung quantitativ niederschlagen 
kann. Das ist nicht der Fall. 

Versuch I. 1,006 @ Harnstoff wurden in Wasser geldst, 
mit iiberschiissiger Silbernitratlisung versetzt und die Fliissig- 
keit mit Barythydrat gesattigt. Der Niederschlag wurde nach 
12 Stunden abgesaugt und salpetersiiurefrei gewaschen. — Filtrat 
-~ Spiilwasser betrug 100 com. Er wurde darauf nach Kjeldahl 
verascht. Das gebildete Ammoniak wurde schlieBlich als Am- 
monchlorid gewogen. Es wurden gewonnen 0.4116 ¢ Ammon- 
chlorid. Demnach waren im Niederschlag vorhanden 23,06°/o 
der berechneten Menge Harnstolf. 

Versuch IL. 1,000 ¢ Harnstoff wurde wie oben behandelt. 
Filtriert’ wurde nach 24 Stunden. Filtrat -+ Sptilwasser betrug 
120 cem. Es wurden 0,929 ¢ Ammonchlorid gewonnen. Dem- 
nach waren im Niederschlag vorhanden 52.09°/o der berech- 
neten Menge. 

Versuch Hl 1,000 @ Harnstoff wurde wie oben be- 
handelt. Filtriert wurde nach 86 Stunden. Filtrat -- Sptilwasser 
betrug 125 cem. Es wurden 0.8854 ¢ Ammonchlorid gewonnen. 
Demnach waren im Niederschlaz vorhanden 49,65°/o der be- 
rechneten Menge. 

Durch Modifikation der Versuchsbedingungen werden sich 
die Ausbeuten wahrscheinlich wesentlich giinstiger gestalten 
lassen. Auf keinen Fall gelingt es aber, das Harnstoffsilber, das 
nach Mulder auch gegen verdiinnte Natronlauge widerstands- 
fiihig ist, durch tiberschiissiges Barytwasser ganz zu zersetzen, 
wie unsere quantitativen Versuche lehren. Wahrscheinlich 
wird sogar das Harnstoffsilber durch Barytwasser tiberhaupt 
nicht angegriffen und die Ursache, warum wir nicht die be- 
rechnete Ausbeute erhielten, ist darin zu suchen, dah wir, 
um die Salpetersaure zu entfernen, energisch auswaschen 
mubten, das Harnstoffsilber in Wasser aber nicht ganz unlos- 
lich ist. Doeh spielen wohl auch noch andere Ursachen eine 
Rolle (s. Mulder |. ¢.), die eine quantitative Ausfallung des 
Harnstoffsilbers verhinderten. 
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Versuchen wir, das von uns gefundene Guanidin auf be- 
stimmte Muttersubstanzen zuriickzufiihren, dann = stoben wir 
auf ziemlich komplizierte Verhiiltnisse. Bekanntlich werden 
bel der Selbstverdauung des Pankreas nicht nur die Eiweib- 
stoffe, sondern auch die Nucleinsiituren durch das Trypsin in 
einfache Korper zerlegt. Dabei kann, wenn wir die Versuche von 
Otori in Betracht ziehen, aus den Eiweifstoffen aus einem bisher 
nicht bekannt gewesenen Guanidinkern entweder direkt hydroly- 
tisch Guanidin abgespalten werden, oder aber es kannals unmittel- 
bare Muttersubstanz des Guanidins aus den Eiweilstoffen zu- 
niichst Arginin, aus den Nucleinsiiuren Guanin” hervorgehen. 
Sowohl das Arginin wie das Guanin verhalten sich gegen Per- 
manganate insofern gleichartig, als aus ihnen durch = diese 
Oxydationsmittel leicht und reichlich Guanidin abgespalten wird. 

Varan, dai unser Guanidin durch Enzymwirkung entstanden 
ist, ist nicht zu zweifeln. Ist es aber nun direkt durch ein 
hydrolytisch spaltendes Enzym aus einem besonderen Guanidin- 
kern hervorgegangen, oder ist es erst aus dem Arginin resp. 
Guanin der Nucleinsauren entstanden, indem durch eine Oxydase, 
die nach Art der Permanganate arbeitet, die genannten Korper 
zerlegt wurden? Diese Frage miissen wir vorliiufig offen lassen. 

Die physiologische Bedeutung unseres Befundes ist haupt- 
sichlich darin zu suchen, dali nach thm das Auftreten des 
Guanidins imStickstoffstoffwechsel mehr als wahrscheinlich wird. 
Das Schicksal des gebildeten Guanidins kann nun ein dreifaches 
sein. Es kann neben Harnstoff mit dem Harn als Endprodukt 
des Stickstoffstoffwechsels ausgeschieden, oder es kann im 
Organismus durch Enzyme, die wie siedendes Barytwasser 
wirken, in Harnstoff tibergefiihrt werden.') Oder es konnte 
schheblich zur Bildung von Kreatin, dessen Entstehungsweise 
und Zweeck im Organismus uns noch vollig riitselhaft sind, ver- 
wandt und auf solche Weise unschiidlich gemacht werden. 
Von diesen Annahmen scheinen die erste und die zweite 
durch eingehende Versuche Pommerenigs?) widerlegt zu sein. 

') Ein derartiges Enzym ist kiirzlich durch Kossel und Dakin 
(Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 321) beschrieben worden. Das Guanidin 
wiire dann als eine Vorstufe des Harnstoffs aufzufassen. 


*) Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol, Bd. 1, 8. 561. 
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Nachdem sich aber gezeigt hat, wie leicht das Guanidin durch 
andere Substanzen maskiert wird, ist es uns doch fraglich ge- 
worden, ob es nicht ein regelmébiger Bestandteil des Harns 
ist. Die dritte Annahme hingegen, die Pommerenig eben- 
falls bereits erdrtert, hat er weder bestatigen, noch widerlegen 
kOnnen. Ziehen wir jedoch in Betracht, daB gerade die Muskeln, 
die unfihig sind, die Vorstufen des Harnstoffs in Harnstoff 
iiberzufiihren, und vermutlich auch Enzyme wie die Arginase 
vermissen lassen, besonders reich an Kreatin sind, so scheint 
uns die Voraussetzung, das ungiftige Kreatin sei hier aus dem 
giftigen intermediar gebildeten Guanidin hervorgegangen, nicht 
ganz unbegriindet. 











Untersuchungen iiber die Gallen einiger Polartiere. 
II. Uber die Galle des Moschusochsen. 
Von 
Olof Hammarsten. 


(Der Redaktion zugegangen am 27. August 1904.) 


Die untersuchten Gallen stammten von zwei verschiedenen 
Expeditionen, namlich von der schwedischen Expedition mit 
«Antarctic» 1899 und der schwedischen Grdnlandexpedition 
unter Kolthoff im Jahre 1900. In beiden Fiillen war die Galle, 
welche von mehreren Individuen stammte, unmittelbar nach 
dem Toten der Tiere, um jede Veriinderung durch Fiiulnis 
auszuschlieBen, in viel Alkohol aufgesammelt worden. Beziiglich 
der niheren Details des Aufsammelns kann ich auf das in einem 
vorigen Aufsatze (in dieser Zeitschrift, Bd. XXXII S. 436) Ge- 
sagte hinweisen. 

Die Farbe der, von dem aus Gallenschleim und Zellresten 
bestehenden Bodensatze durch Filtration getrennten alkoholischen 
Losung war, infolge der starken Verdiinnung mit Alkohol, ver- 
hiltnismaBig schwach, griinlich gelb mit tiberwiegend griiner 
Nuance. 

Der aus sog. Gallenschleim bestehende Bodensatz war, 
selbst naehdem er mehrere Monate unter Alkohol aufbewahrt 
worden war, noch in Wasser stark quellbar und zum Teil lés- 
lich. Er war griiulich weil gefiirbt und enthielt nach sorg- 
Der 


in Wasser loésliche Teil konnte mit Essigsiure gefallt werden 


. 


filtigem Auswaschen mit Alkohol keinen Gallenfarbstofi 


und der Niederschlag war in iiberschiissiger Essigsaure lOslich. 
Der in Wasser nicht losliche Anteil konnte in sehr schwach 
alkalihaltigem Wasser zum allergrobten Teil gelOst werden, 
und die filtrierte L6sung verhielt sich zu Essigsaure wie das 
Wasserextrakt. Der mit Essigsiiure gewonnene Niederschlag 
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gab beim Sieden mit verdiinnter Salzsiiure (von 2°/0) so schwache 
Reaktion auf reduzierende Substanz, daBh sie nur durch die 
Babo-Meibnersche Probe nachgewiesen werden konnte. In 
Salzsiiure von 0,2 °/o lOste | sich die mit Essigsiure gefillte 
Substanz leicht, und nach Zusatz von Pepsin schied sich bei 
der Verdauung eine Pseudonucleinfallung aus. Der sog. Schleim 
der Blasengalle des Moschusochsen bestand also wie der aus 
tindergalle aus einem Nucleoalbumin, dem hdchstens sehr un- 
bedeutende Mengen von Mucin beigemengt waren. 

Die obengenannte, gelblichgriin gefiirbte alkoholische 
Losung zeigte bei der spektroskopischen Untersuchung direkt 
keinen Absorptionsstreifen. Nach Zusatz von ZnCl,, sei es allein 
oder mit NH,, zeigte sie weder merkbare Fluorescenz noch 
das Spektrum des Urobilins. Ebensowenig wurden hierbei die 
bei Gegenwart von Bilirubin auftretenden charakteristischen 
Spektralerscheinungen beobachtet. Die Gmelinsche Reaktion 
fiel negativ aus. Mit dem von mir angegebenen Siuregemenge 
(Salpetersiiure und Salzsiiure 1:19), der alkoholischen Losung 
direkt zugesetzt, wurde die LOsung egriin oder richtiger blau- 
eriin geliirbt. Das violette oder violettrote Stadium der Reaktion 
kam dagegen nicht deutlich oder schén zum Vorschein. Es 
konnte also kein Urobilin und héchstens sehr geringfiigige 
Mengen von Bilirubin nachgewiesen werden. 

Da dieses Miblingen der Reaktion zum Teil vielleicht an 
der groben Verdiinnung liegen konnte, wurde die alkoholische 
Losung ber 40—50° C. rasch von dem Alkohol befreit. Hierbe! 
iinderte sich aber die Farbe wesentlich. Da der Riickstand von 
neuem in Alkohol gelOst wurde, nahm die LOsung namlich eine 
im auffallenden Lichte griine und im durechfallenden Lichte 
schéne rote Farbe an. Die Reaktionen auf Urobilin und Bill- 
rubin, sei es in alkoholischer oder wiisseriger Losung, fielen 
jetzt. ebenso schlecht wie friiher aus; bei der spektroskopischen 
Untersuchung zeigte aber die alkoholische L6sung nunmehr sehr 
schon das Spektrum des Cholehiimatins, wie es von Mac 
Munn?!) beschrieben worden ist. Der Streifen bei C war aller- 

') Proceedings of the Royal Society 1883, Nr. 226, und Journal 


of Physiology, Bd. 6. 
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dings sehr schwach, die drei tibrigen Streifen waren aber sehr 
deuthch zu sehen. 

Die untersuchte Galle enthielt also fast kein Bilirubin, 
was, in Anbetracht ihrer mehrmonatlichen Aufbewahrung in 
Alkohol, natiirlich nicht die Méglichkeit ausschliebt, dai sie 
von Anfang an viel reicher an diesem Stoff gewesen sei. Da- 
gegen ahnelte die Galle des Moschusochsen sehr der Rinder- 
und der Schafsgalle darin, dal} sie einen Stoff enthilt, welcher 
beim Verdunsten der Galle an der Luft in Cholehiimatin (welches 
wohl in allerniichster Beziehung zu dem von Loebisch und 
Fischler?!) isolierten Bilipurpurin stehen dirfte) tbergeht. 
Besonders schon fand sieh das Cholehiimatin, wie bei der Ver- 
arbeitung von Rinder- und Schatsgalle, in einigen bei den 
weiteren Untersuchungen erhaltenen Atherextrakten vor. 

Der obengenannte, nach Verdunsten der alkoholischen 
Losung bei 40—5d0° C. erhaltene Riickstand l6ste sich leicht 
in Wasser zu einer ganz klaren Lésung, die von verdiinnten 
Sauren und von Bleizuckerlésung, nicht aber von lOslichen 
baryum- und Calciumsalzen gefallt wurde, Die Galle des Moschus- 
ochsen verhielt sich also wie eine glykocholséurereiche Galle. 

Behuls weiterer Analyse der alkoholloslichen Stoffe wurde 
ein Teil des obigen Riickstandes in der fiir die Eisbiérengalle 
angegebenen Weise?) verarbeitet. Es wurde hierbei in erster 
Linie die Menge der in absolutem Alkohol unléslichen Stoffe 
bestimmt, und es kam hierbei sogleich ein wesentlicher Unter- 
schied zwischen den zwei Gallen zum Vorschein. Bei dem 
Kintrocknen der Eisbiirengalle und Aufl6sen des Riickstandes 
in absolutem Alkohol blieb immer ein ungelOster Teil zuriick, 
selbst wenn man die Operation mehrmals wiederholte, und so- 
gar nach 24maligem Eintrocknen und Wiederaufl6sen war ich 
nicht ganz zu Ende gekommen. Ganz anders verhielt sich die 
Galle des Moschusochsen, indem = sie niimlich schon nach 
4—)maligem Eintrocknen und Wiederauflosen ohne Rickstand 
ganz klar in absolutem Alkohol l6slich war. 


') Sitzungsber. d. K. Akad. d. Wissensch. in Wien, Math.-Nat. Kl., 
Bd. CXIL, 1903. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 441 u. folg. 
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Die Menge der bei dieser Behandlung zuriickbleibenden, 
in Alkohol unléslichen Substanz betrug fiir die Eisbarengalle 
10.5°%9 der urspriinglichen, alkoholléslichen Stoffe und von 


ihnen waren 77,5°/o organjsche Stoffe. 


Fiir 


die Galle des 


Moschusochsen (von der Gronlandexpedition 1900 herrthrend) 


waren dagegen die Verhiltnisse ganz andere. 
Stoffe lieferten nach 5maligem 
ldslichen Riickstand von im ganzen 0,0955 g 
gesamten in 
Bestandteilen dieses Riickstandes waren 0,0805 


Alkohol von 


EKintrocknen 


loslichen 


2,004 g feste 
einen alkoholun- 


4.26 9 / 0 der 
Von den 
Salze, und 


nur 0,015 g = 15,7°/o bestanden aus organischer Substanz. 
Von den organischen Bestandteilen der schleimfreien Galle waren 
also in der Eisbiirengalle rund 8°/o und in der Moschusochsen- 


galle rund 0,7°/o in absolutem Alkohol unléslich. 


Die Asche 


der alkoholunléslichen Stoffe in der letztgenannten Galle be- 
stand zum allergrOften Teil aus Chloriden mit nur Spuren von 
Sulfaten und Phosphaten; die entsprechende Asche aus der 
Kisbiirengalle enthielt dagegen 50°/o Sulfat (als Na,SO, berechnet). 

Unter den in Alkohol unléslichen organischen Stoffen der Eis- 
biirengalle konnte ich eine reduzierende, schwefelhaltige, jecorin- 


ihnliche Substanz nachweisen. 


Da die Menge der in absolutem 


Alkohol unléslichen organischen Bestandteile der Moschusochsen- 


galle nur eine geringfiigige und die Menge des mir zu Gebote 
stehenden Materiales iiberhaupt sehr gering war, schien es mir 
ziemlich aussichtslos zu sein, in dieser Galle nach einer Jecorin- 


substanz zu 
jedoch auf 


suchen, 
Grund 


scheinlich sein. 

Die Hauptmenge der bei 40—50° C. eingetrockneten 
Galle wurde in wenig Alkohol (von 95°/o) gelést und mit einer 
eroberen Menge absoluten Alkohols versetzt, und diese Losung 
blieb dann einige Monate bei Zimmertemperatur stehen. Nach 
dieser Zeit hatte am Boden und auf der Innenseite der Flasche 
ein spiirlicher Niedersehlag sich abgesetzt. Dieser Niederschlag 


Das Vorkommen 


der folgenden Beobachtung sehr wahr- 


einer solchen  dtirfte 


war in Wasser léslich und die Loésung reduzierte Kupferoxyd 


in alkalischer Losung. 


Die Substanz, welche bei qualitativer 
Priifung als phosphorhaltig sich erwies, konnte mit CdCl, und 
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aus der wiisserigen Losung durch Siiurezusatz gefiillt werden. 
Sie verhielt sich also wie die Jecorinsubstanz der Eisbirengalle, 
und wenn auch ihre sehr geringe Menge keine mehr eingehende 
Untersuchung gestattete, machen doch die nun mitgeteilten Be- 
obachtungen es recht wahrseheinlich, dab es auch in diesem 
Falle um eine jecorinartige Substanz sich gehandelt hat. Es ist 
jedoch ebenso gut moglich, dab hier nur eine Lecithinzucker- 
verbindung vorlag. 

Die weitere Verarbeitung der in absolutem Alkohol lés- 
lichen Gallenbestandteile geschah ebenfalls nach dem fiir die 
Eisbairengalle angegebenen Verfahren. Nach dem Eintrocknen 
der Loésung auf dem Wasserbade konnte der Riickstand leicht 
gepulvert und dann durch Trocknen im Exsikkator auf konstantes 
Gewicht gebracht werden. Erhitzen des Pulvers auf 105°C, 
wiihrend mehrerer Stunden iinderte dann das Gewicht nicht. 
Die bestimmung von Stickstoff, Schwefel und Phosphor in der 
so getrockneten Substanz ergab folgendes: 

Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 

a) 0.3445 ¢ Substanz erforderten 7,47 cem 10 Siure 
0.01046 ¢ Stickstoff = 3.035%. N. 

b) 0.4195 ¢ Substanz erforderten 9,00 cem "/1o Siiure 
: 0.0126 ¢ Stickstoff 3,003 °/o N. 

Mittelwert: 3.0199. N. 
Schwefel- und Phosphorbestimmung nach Verbrennen 

mit Kalihydrat nnd Salpeter. 


a) 1.1346 g¢ Substanz lieferten 0.1695 g BaSO, 


- ),023279 » Schwefel 2.00"le 3. 
Sie lieferten ferner 0,0135 ¢ Mg,P,O, 0.00377 g Phosphor == 0,332°/o0 P. 
b) 1.028 g Substanz hetferten 01572 g BasO, 
- 0.0216 ¢ Schwefel 2,10°%o BS. 


Die in Alkohol (von 95 Vol.-Proz.) loslichen Stoffe (aus der 
Galle von 1899) enthielten also als Miltel 3,02°/o N, 2,075°%/o0 S 
und 0,332°'o P. Wird der Phosphor in Lecithin (mit einem 
mittleren Gehalte von 3,94°,o P) umgerechnet, so wirde also 
der Gehalt an Lecithin 8.43°/o betragen. 

Um die Relation zwischen den durch Ather aus alkoho- 
lischer Lisung fillbaren und den durch Ather nicht fiillbaren 
Stoffen zu ermitteln, wurden 2,691 g aus alkoholischer L6sung, 
x 
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wie fiir die Eisbiirengalle angegeben wurde, mit Ather gefiilt. 


Die Menge der durch Ather fiillbaren Stoffe war 2,505 g und 
die der nicht fallbaren 0,186 g. Es waren also: 
Durch Ather | fiillbar 93,12°/o 
nicht 6.88 "0 
Die mit Ather nicht fillbaren wurden zur Bestimmung 
des Phosphorgehaltes verwendet. 


O18+ ¢g Substanz lieferten 0,0045 g Mg,P,0- 


= 0.00125 ¢ Phosphor = 0,682°/o P. 

Aus dem Gehalt an Phosphor, 0,682°/o, berechnet sich ein 
Gehalt von 0.031 ¢ Lecithin in den durch Ather nicht fiallbaren 
Stoffen. Da die in Arbeit genommene Substanzmenge (2,691 g) 
nach der oben mitgeteilten Bestimmung 8,43°/o Lecithin, ent- 
sprechend O,186 g Lecithin, enthielt, mub also ein bedeutender 
Teil des Phosphors (83°,0 desselben), entsprechend 0,155 g 
Lecithin, in den durch Ather gefiillten Stoffen sich vorgefunden 
haben. Ahnlich verhielt sich, wie aus dem spiiter Mitgeteilten 
hervorgehen wird, auch die von der zweiten Expedition (1900) 
stammende Galle. Die Galle des Moschusochsen verhilt sich 
also wie die Eisbiiren- und Menschengalle (und wahrscheinlich 
viele andere Gallen), indem niimlich der aus gallensauren Salzen 
und Seifen bestehende, durch Ather erzeugte Niederschlag 
phosphorhaltig ist. 

Die mit Ather gefiillten Stoffe kristallisierten leicht unter 
Ather wie gewohnliche. kristallisierte Galle und sie konnten 
leicht zu konstantem Gewicht getrocknet werden. Die Schwetfel- 
und Stickstoffbestimmung ergab folgendes: 

Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 
0480 ¢ Substanz erforderten 9.85 ccm 4/10 Saure 
0.01379 ¢ Stickstoff = 2.87%. N. 
Schwefelbestimmung. 
0.957 g Substanz heferten 0,153 g BasO, 
= 0,021 g Schwefel = 2,197°%/o S. 

Unter der Voraussetzung, dab aller Schwefel als Tauro- 
eholat in der Galle enthalten war (Atherschwefelsiiuren habe 
ich nicht nachweisen kinnen), wiirden also die mit Ather ge- 
fiillten Stoffe folgende Zusammensetzung gehabt haben. 
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Taurocholat 37.3%) 0 
Glykocholat (- Seifen, Lecithin ete.) 62.7%!» 


Fiir ein solches Gemenge berechnet sich ein Gehalt von 
2,78°%/o N (gefunden 2,87°/0). 

Diese, von der «Antarctic»-Expedition 1899) stammende 
Galle, welche Mischgalle von mehreren Individuen war, gehdrte 
also wie die Rindergalle zu den glykocholsiiurereichen Gallen. 
Bemerkenswert ist ferner die kleine Menge der in Alkohol- 
ather loslichen Stoffe. Sie betrug niamlich nur 6,88°/o siimt- 
licher alkoholléslichen Stoffe, wiihrend die entsprechende Menge 
in der Eisbarengalle zwischen 28,4°/o und 46,349/o schwankte. 

Fiir die aus der Grodnlandexpedition 1900) stammende 
Galle, die ebenfalls Mischgalle war, habe ich fiir die durch Ather 
fillbaren und nicht fillbaren Stoffe Werte erhalten, die den 
oben fiir andere Moschusochsengalle mitgeteilten sehr nahe stehen. 

Bei Verarbeitung von 1,907 ¢ alkoholléslichen Stoffen aus 
dieser Galle wurden von Ather gefillt 1,746 g, wihrend 0,160 g 
in Lésung blieben. Es waren also: 

Durch Ather fallbar 91.61°/0 
nicht 8.39% 

Die in Alkoholither léslichen Stoffe, welche nach dem 
Eintrocknen und Auflésen in wenig absolutem Alkohol nicht 
im geringsten von Ather gefillt wurden, dienten nur zu einer 
Phosphorbestimmung. Diese ergab einen Gehalt von 1,48°/o 
Phosphor, welches einem Gehalte von etwa 38°/o Lecithin 
entspricht. 

0160 g Substanz lieferten 0.0085 g Mg,P,0O, 
- 0.00237 g Phosphor == 1.48°/o0 P. 

Die Relation der zwei Gallensiiuren zu einander war aber 
in dieser Galle eine andere, als in der vorigen. Die Bestimmung 
von Stickstoff, Schwefel und Phosphor in den athergefallten 
Stoffen ergab niimlich folgendes: 

Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 
0.3935 g Substanz erforderten 8.5 cem "+10 Saure 
- O.OL19 g Stickstoff 2.99% N. 
Schwefel- und Phosphorbestimmung. 
1,0115 g Substanz lieferten 0,245 g BaSO, 0.334 ¢ Schwefel 3,302 °/0 S. 
Sie lieferten ferner : 0,006 g Mg,P,0, = 0,00169 g Phosphor = 0,16 °%/o P. 
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Die mit Ather gefiillten Stoffe enthielten also 3.302°/o S. 
2.99" 5 N und 0,16°/o P. Der Phosphor, in Lecithin umgerechnet, 
gibt einen Gehalt an Lecithin von 0,0429 g, entsprechend 4,24/o. 


Aus dem Schwefelgehalte berechnet sich eine Menge von 0,5587 g 


Taurocholat, entsprechend 57,70°/o. 


Die itherfiillbaren Stoffe enthielten 


Taurocholat 


Gilykocholat (-- Seifen ete.) 
Lecithin 


also: 


57,10°/o 


38,060 


, Gaz 0) 
42 et” /0 


Fir ein solches Gemenge berechnet sich ein Stickstoff- 


gehalt von 2,80°/o N (gefunden 2,99°/o). 


Sowohl 


in 


diesem 


wie in dem vorigen Falle (S. 115) ist die gefundene Stickstoffmenge 
Der Unterschied liegt wohl 
innerhalb der Fehlergrenzen der Bestimmung, kOnnte aber viel- 


etwas grober als die berechnete. 


leicht auf die Anwesenheit kleiner Mengen einer beigemengten 


stickstoffreichen Substanz hindeuten. 


Die von der zweiten Expedition stammende Moschusechsen- 


galle war also 
ersten stammende. 
miibig 

Ather 


bestehende Niederschlag enthielt auch 


viel 


reicher an 


‘Taurocholat 


als die 


von 


der 


Auch hier wurde jedoch der unverhiiltnis- 


phosphorhaltige Substanz. 


in 


diesem 


Kalle 


¢ 


grobte Teil der alkoholloslichen Stoffe, gegen 92°/o, durch 
eefallt, und der hauptsiichlich aus gallensauren Salzen 
ine 


Ich habe auch Gelegenheit gehabt, Moschusochsengalle von 


einem Kalbe zu untersuchen. 


Diese Galle, deren kleine Menge keine hinreichend aus- 


fiihrliche Analyse gestattete, enthielt in der urspriinglichen, von 


Gallenschleim abfiltrierten L6sung 0,234 ¢ in absolutem Alkohol 


(nach 


absolutem 


wiederholtem 


Alkohol 


Kintrocknen) 
losliche Stoffe. 


unlosliche 


. 
4c 
Ks 


waren 


und 


also 


1.511 


| iS 9/6 


ve 
a) 


in 
der 


vesamten Stoffe in absolutem Alkohol unl6slich, gegen 4,26°/0 bel 


den erwachsenen Tieren. Die alkoholunléslichen Stoffe bestanden 


hier zu 


organischer Substanz. 


— 
ti 


*/o, gegen nur 15°/o bei den erwachsenen Tieren, aus 
Die Asche des alkoholunl6slichen Riick- 


standes bestand auch hier hauptsiichlich aus Chloriden, war aber, 


dem Augenmabe nach, bedeutend reicher an Sulfat und Phosphat. 
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Von den in absolutem Alkohol léslichen Stoffen waren: 


Durch Ather fillbar 1.258 ¢ = 95,9°/o 
nicht 0.047 » = 41° 
Die Schwefelbestimmung ergab folgendes: U,8OL g Substanz heferten 
0.036 g Bas, = 0.00494 g Schwefel ” O.G18° » § 


Aus dem Schwetelgehalte 0,618°/o kann man berechnen, 
da diese Galle in den atherfiillbaren Stoffen enthielt: 
Taurocholat 10,36 9/0 
Glykocholat (+- Seifen etc.) 89,64°/0 
Diese Galle war also bedeutend reicher an Glykocholat, 
als die von erwachsenen Tieren, und wie bei Menschen, Rin- 
dern und wahrscheinlich auch anderen Tieren schwankt auch 
beim Moschusochsen die Relation der zwei Gallensiiuren zu 
einander recht bedeutend. Dies geht am deutlichsten aus der 
folzenden Ubersicht hervor. 


Gallen vom Moschusochsen. 


Taurocholat Glykocholat (+ 


Seifen ete.) 


, _ Ja) 37,3020 62.70% 
Erwachsene Tiere Binion ete ashi 

j b) {140 9/6 12. 30"/o 
Kalb 10,36 °/o 89.64/o 


Die nach diesen Untersuchungen noch tibrig gebliebenen 
Reste der aus den zwei Expeditionen stammenden Gallen wurden 
behufs weiterer Untersuchung zusammengemischt. Die Gesamt- 
menge der so gewonnenen alkoholléslichen Stoffe betrug gegen 
24 g, die indessen noch die Mineralstoffe, viel Farbstoff und 
iiberhaupt die in absolutem Alkohol unléslichen Stoffe enthielten. 
Aus dieser Portion wurden 1,528 ¢ durch Ather aus alkoholischer 
Losung nicht fiillbare Stoffe gewonnen. 

Es wurden nun diese 1.528 g¢ mit wasserfreiem Ather 
erschopft, und die Menge der hierbei gewonnenen, in Ather 
allein léslichen Stoffe war 0.314 g. Der nach dem Erschoépfen 
mit Ather zuriickgebliebene ungeliste Riickstand wurde in Al- 
kohol gelést und diese Lésung konnte nunmehr mit Ather ge- 
faillt werden. Die neue alkoholisch-atherische Loésung wurde 
eingetrocknet, der ganz unbedeutende Riickstand wurde in wenig 
Alkoho! geliést und mit Ather versetzt. Es entstand hierbei wieder 
eine kleine Fillung und die hiervon§ getrennte alkoholisch- 
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iitherische Loésung lieferte beim Verdunsten fast keinen Riick- 
stand. Es wiederholte sich also hier die von mir schon friiher 
an der Eisbiirengalle gemachte Beobachtung, dali die durch 
Ather aus alkoholischer Loésung nicht fiillbaren Stoffe nach 
Entfernung des in Ather allein loslichen Anteiles nunmehr aus 
alkoholischer Lésung durch Ather gefiillt werden kénnen. 

Dieser durch Ather nunmehr fillbare Teil war in Wasser 
klar loslich, hatte den Geschmack der Galle, gab die Petten- 
kofersche Gallensiureprobe und wurde von verdiinnter Saure 
vefallt, 

Die Schwefel- und Phosphorbestimmung ergab folgendes : 

0.937 g Substanz lieferten 0,076 g BaSO, = 0,0104 g Schwefel = 1,11°/0 8. 

Sie heferten ferner: 

0,079 g Mg,P,0, 0,022 g Phosphor = 2,35°/o P. 

Wird aus den obigen Zahlen, 2,85°/o P und 1,11°/o 5, 
der Gehalt’ an Lecithin und Taurocholat berechnet, so findet 
man fiir die in Alkoholither gelésten, in Ather allein nicht 
loslichen Stoffe folgende Zusammensetzung: 

Lecithin 59,77 9/0 
Taurocholat 18,88 /o 
Glykocholat (-+ Seifen etc.) 21,35°/0 

Ks blieb also hier, wie bei Verarbeitung der Eisbiiren- 
galle, ein Teil der gallensauren Alkalien in der alkoholisch- 
atherischen Losung zuriick und sie konnten nur nach Entfernung 
der iitherlOslichen Stoffe ausgefallt werden. Der Umstand, dab 
hier, wie bei der ersten Ausfiillung der gallensauren Salze, 
immer etwas Lecithin (oder eine andere phosphorhaltige Sub- 
stanz) mit ausgefillt wird, diirfte bei quantitativen Analysen 
der Galle nicht auber acht gelassen werden. 

Die in Ather allein lislichen Stoffe (deren Menge, wie 
oben bemerkt, 0,514 g betrug) stellten eine amorphe Masse 
dar, in welcher keine Cholesterinkristalle zu sehen waren. Zur 
Priifung auf Cholesterin wurde mit alkoholischer Kalilauge ver- 
seift. Die Menge der nach dieser Verseifung gewonnenen iither- 
ldslichen Stoffe war nur 0,023 g. Sie stellten eine amorphe, 
wachsiihnliche Masse dar, die in keiner Weise zur Kristallisation 
gebracht werden konnte und die keine Cholesterinreaktionen 
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cab. Es war mir also nicht moglich, etwas Cholesterin nach- 
zuweisen: aber selbst wenn die ganze Masse (0,023 ¢) aus 
unreinem Cholesterin bestanden hiitte, wiirde dies, auf das ge- 
samte verarbeitete Material (gegen 24 @) berechnet, weniger als 
Q.1% der festen Gallenbestandteile betragen. Die von mir 
untersuchten Gallen des Moschusochsen waren also als chol- 
esterinfrel anzusehen. 

In den nach Verseifung der iitherléslichen Stoffe mit 
alkoholischer KalilOsung erhaltenen Seifen konnte ich leicht und 
sicher Olsiiure nachweisen. Auferdem erhielt’ ich auch ein 
Gemenge von festen Saduren, deren Natur ich indessen, infolge des 
unzureichenden Materiales. nicht habe niher feststellen kGnnen. 

Die Hauptmasse der mit Ather aus alkoholischer Lisung 
gefiilllen Stoffe, welche hauptsiichlich aus gallensauren Alkalien 
bestand, wurde mit den aus anderen Versuchen zuriickge- 
bliebenen Resten von gallensauren Salzen vereinigt, so dab 
mir im ganzen 25 ¢@ gallensaure Salze (von Seifen, Farbstoff 
und Lecithin verunreinigt) zur Verfiigung standen. Diese Portion 
wurde zur niheren Untersuchung der gepaarten Gallensiiuren 
verwendet. 

Diese Untersuchungen sind schon vor mehreren Jahren, 
bevor ich noch das Verhalten der Galle zu Blei- und Eisen- 
salzen mehr eingehend studiert hatte, ausgefiihrt worden, und 
ich versuchte damals das fraktionierte Fiillen nach einander mit 
Bleizucker, Bleiessig und ammoniakalischem Bleiessig. Die ver- 
schiedenen Fraktionen wurden dann mit Natriumkarbonat zer- 
setzt, die gallensauren Alkalien durch wiederholtes Eintrocknen 
und Losen in Alhohol gereinigt und als Alkalisalze gewogen. 
Die Mengen der durch a) Bleizucker, b) Bleiessig und c) Blei- 
essig und Ammoniak erhaltenen Fraktionen waren: a) = 5 g, 
b) = 8,7 g und c) = 6,4 g oder im ganzen 20,1 g. Das 
Endfiltrat enthielt hier, wie es bei Verarbeitung der Rinder- 
galle immer der Fall war, einen Rest von Gallensalzen, die 
aus der verdiinnten Lésung nicht durch abwechselnden Zusatz 
von Bleiessig und Ammoniak gefiillt werden koOnnten. Um auch 
diesen Rest wieder gewinnen zu kOnnen, behandelte ich das 
Filtrat mit iberschiissigem Natriumkarbonat, filtrierte vom Blei- 
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karbonat ab. neutralisierte den grdBten Teil des Alkalikarbonates 
mit Schwefelsiiure, konzentrierte stark im Wauasserbade, fillte 
mit Alkohol. filtrierte, konzentrierte von neuem und behandelte 
die beim Abkiihlen kristallinisch erstarrende Masse (Acetat) 
mit kaltem Alkohol. Die alkoholische Losung wurde von neuem 
eingetrocknet und mit kaltem Alkohol behandelt. Da man in 
dieser Weise nicht das Acetat vollstiindig entfernen kann, wurde 
zuletzt, nach dem Verjagen des Alkohols, in Wasser gelést und 
mit ammoniakalischem Bleiessig gefillt. Diese Fraktion d, mit 
Soda zersetzt und als Alkalisalz gewoven, betrug 1,26 g. Es 
wurden also im ganzen 21.36 ¢ wiedergewonnen. 

Von dieser Fraktion d, in weleher man wohl ausschlieBblich 
Taurocholat zu erwarten hitte, wurde ein Teil zu einer Schwefel- 
bestimmung verwendet. 

0.702 g Substanz heferten 0,261 g BasO, 
0.03585 2 Schwefel = 5,11 °%o S. 

Nach dem Gehalte an Schwefel, 5,11°/o, zu urteilen, wiirde 
also diese Fraktion nur 85,7°,o Taurocholat enthalten haben. 
Welcher Art die anderen Stoffe gewesen sind, kann ich nicht 
saven. Bet der Verarbeitung von Rindergalle habe ich wieder- 
holt beobachtet, daB das Endfiltrat nach der Fallung mit 
ammoniakalischem Bleiessig auffallenderweise noch Seifen ent- 
halten kann. Die Fraktion d konnte also vielleicht auch Seifen 
enthalten haben, doch ist eine beimengung von 14,3°/o Seifen 
nicht anzunehmen. Allem Anscheine nach enthielt also diese 
Fraktion auch eine schwefelfrete Gallensiiure, und hierin liegt 
ein neuer Beweis fiir die Unbrauchbarkeit der Bleisalze zur 
Trennung und Reingewinnung der verschiedenen Gallensiiuren. 

Da die Fraktion d nicht aus Taurocholat allein bestand, 
hiitte man in den Fraktionen b und «© eine nicht unbedeutende 
Jeimengung von Glykocholat zu erwarten, wahrend die Fraktion a 
tberwiegend Glykocholat enthalten diirfte. Um eine Trennung 
der zwei Situren wenn modglich zu bewirken, wurden die 
Fraktionen b und @ zusammen in Wasser gelOst und diese 
Losung mit) Kisenchlorid gefillt. Das Filtrat von der reich- 
lichen Eisenfiillung wurde mit Soda von tberschiissigem Eisen 
befreit, fast neutralisiert. eingetrocknet und der Riickstand dann 
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mit Alkohol erschépft. Das alkoholische Filtrat wurde einge- 
trocknet, der Riickstand in Wasser gelést und diese Losung 
wieder mit Eisenchlorid gefiélit. Das neue Filtrat wurde wie 
oben behandelt und die obigen Prozeduren wiederholt, bis im 
ganzen 3 mal mit Eisenchlorid gefallt worden war. 

Die Kisenfallungen wurden durch Zersetzung mit Na,CO, 
in die entsprechenden Alkaliverbindungen tibergefihrt. Da die 
erste sehr reichliche Eisenfraktion ajlem Anscheine nach die 
Hauptmasse der Glykochol- (und Glykocholein-)siiure enthielt, 
wurde diese Fraktion (als Alkalisalz} mit der obigen Fraktion a 
vereinigt und zur Verarbeitung auf Glykocholsauren verwendet. 
Die zwei anderen Ejisenfraktionen wurden bis auf weiteres auf- 
bewahrt, und das Filtrat von der letzten Eisenfiillung wurde 
auf Taurocholsiure verarbeitet. 

Zur Darstellung der Glykocholsauren wurde die wisserige 
Lisung mit Salzsiure und Ather versetzt. Es wurde hierbei 
eine reichliche Kristallisation von fast ungefiirbter Siiure er- 
halten, wiihrend der Ather fast allen Farbstoff aufnahm. Die 
mit Wasser, behufs Entfernung aller Salzsiiure. genau ausge- 
waschene Kristallmasse wurde ausgeprefit und wiederholt mit 
Wasser ausgekocht. In den Filtraten schieden sich beim Er- 
kalten reichliche Mengen von rein weifer Glykocholsiiure aus. 
Dieselbe wurde umkristallisiert und ihre Identitat mit gewOhn- 
licher Glykocholsaure durch die Kkigenschaften sowohl der ge- 
paarten Siure wie der aus ihr dargestellten Cholsaure kon- 
statiert. Bet dem Umibkristallisieren der Siiure wurde auch 
ziemlich viel Paraglykocholsiure erhalten. 

bei dem Auskochen der obengenannten, aus Rohsiiuren 
hbestehenden Kristallmasse mit Wasser blieb ein sehr schwer- 
loslicher Teil als ungelOste Masse zuriick, die nach dem = von 
Wahlgren!) angegebenen Verfahren auf Givkocholeinsiiure 
verarbeitet wurde. Es wurde also zur Trennung dieser Saure 
von der beigemengten Paraglykocholsaure die Masse in Wasser 
mit Hilfe von etwas Alkali gelOst und die neutrale Loésung 
mit BaCl,-Loésung versetzt. Hierbei trat eine Fiillung auf, die 
ais eine zihe Masse am Boden sich sammelte. Das hiervon 


‘Diese Zeitschrift, Ba. XXXVI. 
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getrennte Filtrat gab omit) Salzsiiure und Ather eine neue 
Kristallisation, die gréBtenteils aus Glykocholsiiure  bestand, 
die aber beim Auskochen mit Wasser ebenfalls einen unl6s- 
lichen Rest leferte. Dieser Rest, als Alkalisalz in) neutraler 
wisseriver Losung, gab mit BaCl, einen neuen Niederschlag, 
der mit dem obigen vereinigt und auf Glykocholeinsiiture yer- 
arbeitet wurde. Durch abwechselndes Ausfiillen der freien Siiure 
mit Ather und Salzsiiure, Auskochen mit Wasser und Uberfiihren 
in das Bbarvumsalz erhielt weh zuletzt das letztere kristaliisiert, 
Das Baryumsalz wurde in das Alkalisalz tibergefiihrt und aus der 
wisserigen Losung des letzteren die free Saure durch Zusatz 
von Ather und Salzsiiure in farblosen Kristalien erhalten. 

Die so vewonnene Siure, welche stiekstoffhaltig und 
also cine gepaarte Saure war, hatte dieselbe Kristallform wie 
die von Wahlgren tsolierte Glykocholeinsiure. Ste war auch 
In siedendem Wasser iiuberst schwer loslich, ihr Alkalisalz hatte 
einen intensiv bitteren Geschmack und es gab mit BaCl,-Losune 
ein schwerldsliches, aus heiber wisseriger Losung beim Ab- 
kihlen, wie das Baryumsalz der Glykocholeinsaure,  kristal- 
lisierendes Salz. Die Sdure verlielt sich in allen Beziehungen 
wie Glykocholeinsiiture und nur in einem Punkte, niimlich be- 
zuglich des Schmelzpunktes, wich sie ein wenig von der letzteren 
ab. Die Glykocholeinsiiure schmilzt namlich nach Wahlgren 
ber 175—176° C., withrend die von muir isolierte gepaarte 
Siiure den Schmelzpunkt 180-——182° C. hatte. In diesem Punkte 
ithnelte sie also der ebenfalls schwerloslichen Paraglykochol- 
siiure, deren Sehmelzpunkt nach Emich!) ber L83—184° und 
nach Wahlgren bei 185—188° C. lhegt. 

Dab die Saure indessen nicht Paraglykocholsaure — sein 
konnte, ging schon aus dem rein bitteren Geschmacke = des 
Alkalisalzes und der Schwerléslichkeit des Baryumsalzes hervor. 
Ganz sicher wird dies aber dadurch bewiesen, dal} die Para- 
glykocholsiiure durch Umkristallisieren aus Alkohol in gewohn- 
liche Glykocholsiiture von dem Schmelzpunkte 138—140° C. 
ubergefiihrt wird. Die von mir tsolierte Siiure hatte dagegen nach 
dem Umkristallisieren aus Alkohol den Schmelzpunkt 180° C. 


') Monatshefte fiir Chemie, Bd. 3. 1882. 
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Die Siure konnte also nicht Paraglykocholsiiure sein 
und da sie nur beziiglich des Schmelzpunktes ein wenig von 
der Glykocholeinsiiture abwich, wiihrend sie in allen anderen 
Hinsichten wie diese Séure sich verhielt, diirfte wohl diese 
Abweichung am einfachsten thre Erklirung durch die An- 
nahme finden, dab ich die Sa@ure nicht ganz rein erhalten 
habe. Die Remdarstellung der Glykocholeinsiture ist niimlich, 
selbst ber Verarbeitung von grofen Mengen Rindergalle. eine 
recht schwierige Aufgabe, die, wenigstens nach der bisher 
bekannten Methode, nur unter grofen Verlusten an Material 
eelingt. 

Zur endgiltigen Entscheidung, ob hier eine Glykocholein- 
siure voriag oder nicht, var es indessen nolwendig. die ent- 
sprechende Cholalsaure darzustellen. Zur Losung dieser Aufgabe 
verwendete ich alles nach Ausfihrung siimtlicher qualitativen 
Proben noch riickstiindige Material, dessen Menge rund 0.2 g 
betrug. Diese Menge. in 10 cem Natronlauge von 10° 9 gelost. 
wurde in einem Rohre im Autoklaven 24 Stunden bel etwa 
100° C. gekocht. Die Cholalsiiture wurde aus der mit Wasser 
verdinnten Losung mit Salzsiture gefillt, auf einem kleinen 


Filter mit Wasser ausgewaschen und im Exsikkator getrocknet. 


Kin wenig dieser Sdure in Alkohol gelést, gab mit Jod keine 
Spur der Jodcholsiiurereaktion und sie konnte also nicht Chol- 
siure sein. Die iibrige, getrocknete Siiture wurde in moglichst 
wenig heibem absolutem Alkohol gelést und war am_ fol- 
genden Tag recht schon kristallisiert. Bei der Untersuchung 
mit einer Lupe erwiesen sich die Kristalle als 6seitige, zu- 
gespitzte Prismen, welche genau die von Latschinoff?) fiir 
die Choleinsiure beschriebene Form hatten. Infolge ihrer ge- 
ringen Menge konnten sie nicht von dem Alkohol getrennt 
werden und ich konnte also keine Schmelzpunktbestimmung 
machen. Ich loste deshalb die Kristalle durch Erwiirmen 
unter Zusatz von noch ein wenig Alkohol, fiigte dann Ather 
hinzu und verdiinnte mit Wasser, bis der Ather als eine be- 
sondere Schicht sich ansammelte. Der Ather wurde von der 
Fliissigkeit getrennt und in einem Becherglase der spontanen 


') Ber, der deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. 18 
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Verdunstung tiberlassen. Die Siiure schied sich nun in Drusen 
von feinen Nadeln aus, die jedoch leider in’ einer amorphen 
Haut, von der ich sie nieht trennen konnte, lagen. Ich konnte 
also auch jetzt keine Schmelzpunktbestimmung ausfiihren, wo- 
gegen ich konstatieren konnte, dal die Kristalle den widerlich 
bitteren Geschmack der Choleinsiiure hatten. 

Da die erhaltene Cholalsiiture keine Jodreaktion gab, so 
folet Ineraus, dab sie nicht Cholsiture sein konnte. Da sie 
aber den stark bitteren Geschmack und die Kristaliform der 
Choleinsiure hatte, wird es also héchst wahrscheinlich, dah 
die letztgenannte Sdure lier vorlag. Da hierzu noch kommt, 
dali die gepaarte Sadure, bis auf eine kleine Abweichung be- 
ziiglich des Schmelzpunktes, alle Eigenschaften der Glykocholein- 
siiure hatte, diirfte es wohl berechtigt sein, zu behaupten, dal 
die untersuchte Galle von Moschusochsen neben der gewoOhn- 
lichen Glykocholsaure auch Glykocholeinsiure enthielt. 

Dal die untersuchte Galle auch Taurocholsiure enthielt, 
geht schon aus den Schwefelbestimmungen hervor. Es konnte 
sich also nur darum handeln, ob sie gewohnliche Taurochol- 
siure oder Taurocholeinsiure oder ein Gemenge von beiden 
enthielt, und aus dem Grunde wurde das von den Eisenfiillungen 
getrennte Endfillrat auf) Taurocholate verarbeitet. Das Filtrat 
wurde durch Zusatz von Na,CO, vom Eisen befreit: das neue 
Filtrat wurde fast) neutralisiert, eingetrocknet und der Rtick- 
stand mit Alkohol behandelt. Das durch wiederholte Alkohol- 
behandlung gereinigte Gemenge von gallensauren Alkalien 
enthiell indessen nur 4,12°/0 S, was einem Gehalt von etwa 
69°/o Taurocholat entspricht. Der Gehalt an Glykocholat war 
also reeht bedeutend. Da man indessen hoffen konnte, dab 
wentigstens der allergrobte Teil des durch Ejisenchlorid leicht 
fiillbaren Glykocholeinates durch die vorausgegangene Behand- 
lung entfernt worden war, wurde die nach der Schwetfel- 
bestimmung rickstindige Menge, die etwas mehr als 2 g betrug, 
durch Sieden mit gesittigter Baryumhydratlésung auf Cholal- 
siuren und ‘Taurin verarbeitet. 

Aus der Barytlosung und dem zum Auswaschen des un- 
beniitzten Waschwasser wurde — die 


lOshichen) = Riickstandes 
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Cholalsiure mit Salzsiture gefillt. Nachdem sie sandig-kornig 
veworden war, wurde sie abfiltriert, mit) Wasser genau ge- 
waschen und im Exsikkator getrocknet. Die trockene Siaure, 
in moglichst wenig siedendem Alkohol gelést, sehied sich nach 
dem Abkihlen sehr bald) als schdne  typische Cholsiiure- 
kristalle aus. 

Auf der anderen Seite wurde auch der ungelOst zuriick- 
gebliebene Barytriickstand, in welchem man etwa vorhandenes 
choleinsaures Baryum zu erwarten hatte, mit Salzsiure zer- 
setzt, das UngelOsie gewaschen und im Exsikkator yvetrocknet. 
Die trockene Masse, deren Menge nur gering war, wurde in 
dem von den obenerwithnten Cholsiurekristallen getrennten 
Alkohol (weleher die leichtl6shehere Choleinsiiture enthalten 
diirfte) unter Erwitrmen gelost. Nach dem Erkalten schied sich 
eine neue Portion typische Cholsaure in Kristallen aus. Simt- 
liche. aus diesen zwet Fraktionen gewonnene Cholsiiure wurde 
noch einmal umkristallisiert. Die so gewonnene Siure war 
rein web, gab schone Jodreaktion, hatte die typische Kristall- 
form und den Schmelzpunkt 195° C. Die Menge dieser ganz 
reinen Cholsdure war 1,270 g. 

Siimtliche, von auskristallisierter Cholsiure getrennten 
Alkoholfiltrate, in welchen also die Choleiusiiure zu suchen 
war, wurden vereinigt, mit Alkali neutralisiert, von Alkohol 
befreit, in wenig Wasser gelost und mit Siure gefiillt. Nach 
der Aufl6sung der getrockneten Fallung in) modglichst wenig 
siedendem Alkohol und Erkalten wurde noch eine geringe 
Menge kristallisierte Cholsiture gewonnen. Die von ihr ge- 
trennte alkoholische Losung (nebst der zum Abspiilen der Kristalle 
benutzten kleinen Alkoholmenge) wurde genau neutralisiert, von 
dem Alkohol befreit und in wiasseriger Losung mit BaCl, ge- 
fillt. Aus dem Barytmederschlage konnte indessen gar keine 
Gallensiture, sondern nur ftettsiuren gewonnen werden. und 
dieser Niederschlag enthielt also keine Choleimsiiure. Das von 
dem Baryvtmederschlage getrennte Filtrat) (samt dem = Wasch- 
wasser) wurde mil Salzsiiture gefiillt, der Niederschlag gewaschen 
uid im Exsikkator getrocknet. Die Menge der so vewonnenen 


siiure betrug 0.0677 ¢. Die Siture war nicht rein weih. sondern 
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blabgelb, sie gab eine starke Jodreaktion und bestand also 
mindestens zu emem groben Teil aus Cholsiiure. Die weiteren 
Versuche, diese kleine Menge auf Choleinsiiure zu verarbeiten, 
fiihrten zu keinem Resultate. 

Aus dem von der Rohcholalsiiure getrennten baryum- 
haltigen Filtrate wurde das ‘Taurin isohert. Es wurden im 
ganzen nur 0.160 2 reines Taurin gewonnen, dessen Identitiit 
durch eme Schwefelbestimmung kontrolliert wurde. Die Aus- 
beute war im Verhaltnis zu der berechneten Menge (rund 0,350 ¢) 
etwas klein, was durch die Schwierigkeit, das Taurin von den 
Mineralstoffen zu reinigen, bedingt war. Die Menge des ge- 
wonnenen ‘Taurins (0,160 ¢) entspricht einer Menge von mehr 
als OB ¢ Cholsiure, bezw. Choleinsiiure. Da aber die Menge 
der letzteren, wenn sie tiberhaupt vorhanden war, weniger als 
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betrug, folet hieraus ganz sicher, dab die untersuchte 
Galle) gewohnliche Taurocholsiiure und in dem Filtrate von 
den Eisenfiillungen ausschlieBblich oder fast aussehlieBlich diese 
Taurocholsiture enthielt. Hiermit ist aber nicht die Méelichkeit 
ausgeschlossen, dali die Galle des Mosechusochsen auch Tauro- 
choleinsiiure enthilt. Aus meinen an anderen Gallen ausge- 
fiihrten, noch nicht abgeschlossenen Untersuchungen scheint 
niimlich hervorzugehen, dab die Taurocholeinsiiure in den Eisen- 
niedersehliigen sich vorfindet. Da dieses Verhalten zur Zeil 
der Ausfiihrune der nun mitgeteilten Untersuchungen mir noch 
nicht bekannt war, wurden die Eisenféllungen leider nur aut 
Glykochol- und Glykocholeinsiure verarbeitet. 

In den untersuchten Gallen des Moschusochsen konnten 
also Glykochol-, Glykocholeinsiure und gewohnliche Taurochol- 


siiure naechgewiesen werden. 



































Uber die Darstellung kristallisierter Taurocholsaure. 
Von 


Olof Hammarsten. 


Der Redaktion zugegangen am 27. August 1904 


Wiihrend die Darstellung reiner Glykocholsiiure leicht ge- 
lingt, ist dagegen die Darstellung von reiner, kristallisierter 
Taurocholsaure mit viel gréberen Schwierigkeiten  verkniipft. 
Ks ist sogar fraglich, ob die Reindarstellung dieser Siiture tiber- 
haupt bisher jemandem gelungen war. Meines Wissens ist auch 
zu dem Zwecke nur eine Methode, nimlich die von Parke 
herriihrende, ausgearbeitet worden. Parke, weleher unter 
Hoppe-Seyler!) arbeitete, verwendete entfarbte, kristallisierte 
Hundegalle, welche der gang und giiben Ansicht nach nur Tau- 
rocholsiure enthalten soll. Der in der wiisserigen LOsung mit 
Bleiessig und ein wenig Ammoniak erzeugte Niederschlag wurde 
cul auszgewaschen und mit heifem absoluten Alkohol aus- 
eekocht. Es wurde dann heii filtriert, das Filtrat mit Schwefel- 
wasserstotf entbleit und das neue, ber mabiger Wiirme auf ein 
kleines Volumen verdunstete Filtrat mit grofBem Ubersehu’ von 
Ather gefillt. Der sirupartige Niederschlag ging nach einiger 
Zeit grobtentelis in feine, seideglinzende, nadelformige Kristalle 
liber, mie gelang es aber, die ganze Masse zur Kristallisation 
zu bringen. Die so gewonnenen Kristalle zerflossen an der 
Luft sehr schnell. Auch beim Trocknen in trockener, durch- 
releiteter Luft gingen sie in eine durchsichtige, amorphe Masse 
liber, die nicht durch Ather allein, wohl aber beim nachherigen 
/usatz von ein paar Tropfen Alkohol wieder zur Kristallisation 
eebracht werden konnte. 


!) Medizinisch-chemische Untersuchungen von Felix Hoppe- 
Seyler, Berlin 1866, Heft 1, S. 160. 
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Aus dem erhaltenen Produkte konnte Parke sowohl Tau- 
rin wie Cholsiiture darstellen. und es steht wohl also auber 
Zweifel, dab die Masse Taurocholsiiure enthielt. Beim Verbrennen 
auf dem Platinbleche hinterlieben die Kristalle keine Asche, 
und das Blech, mit Wasser benetzt, gab keine Triibung mit 
Chlorbaryumlésung. Offenbar handelte es sich also, wie aus 
der Darstellungsmethode zu erwarten war, um eine freie Siiure, 
bezw. ein Gemenge von solchen, Inwieweit die Kristalle aus 
reiner ‘Taurocholsiure oder ‘aus einem Gemenge von_ solcher 
mit durch Zersetzung entstandener Cholsaure bestanden haben, 
ist aber aus dem Aufsatze nicht zu ersehen, denn es ist leider 
keine Bestimmung des Schwefelgehaltes mitgeteilt worden. 
Etwas befremdend klingt auch die Angabe, da’ die bei niederer 
Temperatur getrocknete Saure weit uber 100° ohne Zersetzung 
erhitzt werden konnte, was mit der leichten Zersetzbarkeit der 
Taurocholsiiture schwer zu vereinbaren ist und, wie aus dem 
foleenden hervorgehen wird, jedenfalls nicht mit dem Verhalten 
der von mir dargestellten Siiure stimmt. 

Auf Grund einer Analyse von Bensch,!) welcher in der 
Hundegalle 6,21°/0 Schwefel fand, vermutete schon Strecker, 
dali die Hundegalle nur Taurocholat) enthiilt. Diese Ansichi 
fand Hoppe-Seyler?) durch seine Untersuchungen bestatigt, 
und seitdem dirfte sie wohl allgemein als anerkannt richtig 
gelten. Aber selbst wenn die Hundegalle ausschlieblich Tauro- 
cholat enthalt, so folgt daraus noch nicht, daB in ihr nur das 
eewoOhnliche Taurocholat) yvorkommt. Dies ist allerdings von 
Hoppe-Seyler auf Grund seiner Untersuchungen behauptet 
worden, mit meiner Erfahrune stimmt aber eine solehe An- 
sicht nicht. Wie aus dem folgenden ersichtlich sein wird, habe 
ich niimlich aus der Hundegalle auber der gewOhnlichen Tauro- 
cholsiiure noch eine zweite Taurocholsiiure isolieren konnen, 
und aus dem Grunde bleibt es noch mehr fraglich, ob Parke 
wirklich reine, gewoOhnliche Taurocholséure in den Hinden 


vehabt hat. 


') Annal. d. Chem. u. Pharm., Bd. 65, 
2) Journal f. prakt. Chemie, Bd. 89 (1863), 
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Wenn aber die Hundegalle zwei Taurocholate enthalten 


kann. welche beide von Bleiessig geféllt werden, so folet hieraus, 
daB die bisher geiibte Methode keine zur Reingewinnung der 
gewohnlichen ‘Taurocholsaure geeignete Methode sein kann. 
Hierzu kommt noch, dai die nach dieser Methode gewonnene 
Siure nur zum Teil kristallisiert und sehr schnell an der Luft 
zerfliebt. Da es nun fiir meine vergleichenden Untersuchungen 
von Tiergallen notwendig war, die verschiedenen gepaarten 
Siiuren wenn moglich zu isolieren und rein darzustellen, und 
da die Darstellung der Taurocholsiiture aus HRindergalle dureh 
fraktionierte Fallung mit Bleisalzen sehr schlechte HKResultate 
gibt, habe ich eine neue Methode zur Reindarstellung der Tau- 
rocholsituren und in erster Linie der gewohnlichen Taurochol- 
siiure ausgearbeitet. Der Ausgangspunkt meiner hierher gehéren- 
den Versuche war die folgende Beobachtung. 

Hs sind in meinem Laboratorium seit eimiger Zeit Unter- 
suchungen tiber das Verhalten verschiedener Gallen zu Neutral- 
salzen angestellt worden, und tiber eimen Teil dieser Unter- 
suchungen ist schon von Tlengstrom!) berichtet worden. Er 
hatte unter anderem gefunden, dah Seifen, namentlich die Ol- 
seife, das Aussalzen des Glvko- und Taurocholates durch Sat- 
tigung mit NaCl verhindern konnen. Ich versuchte nun diese 
Wirkung der Gallenseifen dadurch zu eliminieren, dali ich die 
mit NaCl gesattigte, nicht aussalzbare, schleimfreie Hindergalle 
nach Zusatz von etwas Ather mit Salzsiiure schwach ansiiuerte. Es 
schieden sich hierbei bisweilen (aber bet weitem nicht immer) 
nach kiirzerer oder langerer Zeit, in einzelnen Fiillen sogar 
binnen einer Stunde, schéne farblose Kristallnadeln aus, deren 
Menge allmiihlich bedeutend sich vermehrte. Es handelte sich 
hierbei um solche Gallen, welche nach Zusatz von Ather und 
Salzsiiure allein ohne NaCl keine Kristalle lieferten, und = es 


war also wahrscheinlich, dafi — insoferne hier nicht eine Zer- 
setzung unter Cholsiéiureabscheidung stattgefunden hatte — das 


Sattigen mit NaCl das Auskristallisieren der Gallensauren wesent- 
lich erleichterte. Ich ging deshalb zu Versuchen mit reinem 
Taurocholat tiber, um zu sehen, ob die Taurocholsiiure aus 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLL. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIIL Jd 
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salzgesiittigter LOsung kristallisieren kénnte. Diese Vermutung 
fand ich schon beim ersten Versuche bestitigt. 

Da das reine Taurocholat bei Zimmertemperatur schon 
ber neutraler oder schwach alkalischer Reaktion von NaCl, bis 
zur Siittigung eingetragen, ausgesalzen wird, war es_ selbst- 
verstiindlich hier notwendig, den umgekehrten Weg einzuschlagen, 
d. h. die Taurocholatlbsung erst mit Saure zu versetzen und 
darauf mit NaCl zu siittigen. Als Beispiel fthre ich den fol- 
genden Versuch an. 

Zu diesem Versuche verwendete ich reines Taurocholat 
aus Dorschgalle, welches nach der Ausfallung dieser Galle 
mit Eisenchloridlésung dureh Aussalzen des Filtrates mit NaCl 
gewonnen worden war. Das Taurocholat wurde in’ Wasser 
gelost, zum zweitenmal mit NaCl gefallt und dann durch 
wiederholte Alkoholbehandlung von NaCl befreit. Das rein 
weibe Salz enthielt 5,99%/o Schwefel (5,96°%o berechnet) und 
war also reines Taurocholat. 

Von diesem Salze wurde eine 2°/oige L6sung in Wasser 
bereitet, mit 2/9 HCL versetzt und unmittelbar darauf mit fein- 
gepulvertem NaCl gesittigt. Es fand hierbei fast sogleich eine 
sehr veringfiigige Ausfillung von Taurocholat (oder Siure) statt. 
Unmittelbar nach der Filtration wurde die klare L6sung mit 
Ather versetzt- und umgeschiittelt. Innerhalb ein paar Stunden 
lingen farblose Nadeln an, sich abzuscheiden; ihre Menge ver- 
mehrte sich immer mehr und am folgenden Tage war. die 
ganze Probe in einen dicken Kristallbrei umgewandelt worden. 
Die Fliissigkeit wurde nun mittels der Luftpumpe abgesaugt 
und die Kristallmasse zwischen Papier stark geprebt. In der 
abgesogenen Fliissigkeit trat bald eine neue Kristallisation auf, 
die wie die vorive behandelt wurde. 

Die gesamle ausgeprefte Kristallmasse wurde in wasser- 
haltigem Alkohol gelOst und durch Filtration von verunreinigendem 
NaCl getrennt. Das alkoholische Filtrat wurde darauf mit Ather 
bis zu starker, ble. bender Opalescenz versetzt und stehen gelassen. 
Nach einigen Stunden setzten sich Gruppen von feinen Kristall- 
nadeln ab, und am folgenden Tage enthielt die Fliissigkeit eine 
reichliche Kristallisation. Durch wiederholten vorsichtigen Zu- 
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satz von Ather konnten neue Kristallisationen. die ebenfalls 


ganz frei von amorphen Beimengungen waren, erhalten werden. 
Die gewonnenen Kristalle, welcke keine Neigung zu Wasser- 
aufnahme und ZerflieBen an der Luft zeigten, wurden nun in 
absolutem Alkohol gelost, und diese, durch Filtration von einer 
kleinen Menge verunreinigendem NaCl getrennte Losung mit 
Ather versetzt. Hierbei schied sich die Siiure indessen amorph 
aus, und sie hatte keine Neigung, zu kristallisieren, ebenso 
wenig wie an der Luft zu zerflieben. Nach dem Abgieben der 
alkoholisch-iitherischen Losung und Abspiilen der) amorphen 
Masse mit Ather konnte sie leicht im Vacuum getrocknet und 
dann zerrieben werden. Diese fein zerriebene, amorphe Siiure 
hatte ebenso wenig wie die kristallisierte die von Parke be- 
obachtete Eigenschaft, an der Luft zu zertlieben, und sie wurde 
sehr leicht im Exsikkator zu konstantem Gewicht getrocknet. 

Die Siaure loOste sich in’ Alkohol und leicht in Wasser 
zu einer stark sauer reagierenden Losung von siiuerlichem und 
iiberwiegend siibem, an Sibholzextrakt erinnerndem Geschmack. 
Auf dem Platinbleche verbrannt, hinterliefii sie keine wagbare 
Menge Asche. Es handelte sich also hier offenbar um eine 
Saure, und da es vor allem darauf ankam, zu ermitteln, ob 
sie Taurocholsiiure war, verwendete ich einen Teil der zwei- 
mal mit Ather gefiillten, amorphen, zu konstantem Gewicht 
im Exsikkator getrockneten Siiure zu einer Schwefelbestimmung. 


0.387 g Substanz lieferten 0.170 g BasO, 


= 0,023353 g Schwefel 6.05 %)o S. 

Der fiir die freie Taurocholsiiure berechnete Gehalt an 
schwefel ist 6,21°/o, wihrend bei der Analyse 6,03°/0 5S ge- 
funden wurden. Die Siiure war also als reine oder fast ganz 
reine Taurocholsiiure anzusehen. 

Der Umstand, dafB die in absolutem Alkohol geldste 
kristallisierte Siiure beim Umfillen mit Ather amorph  ausfiel, 
veranlabte einige besondere Versuche, und ich fand hierbet, 
was ich spiater wiederholt bestatigt gefunden habe, dab zur 
raschen und schodnen Kristallisation die Gegenwart von ein 
wenig Wasser im Alkohol erforderlich ist. Da ich einen Teil 
der amorphen Siiure in absolutem Alkohol gelést hatte, fie! 


(| * 
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sie wiederum durch Atherzusatz amorph aus, fiigte ich aber 
vor dem Atherzusatz einige Tropfen Wasser hinzu, so erhielt 
ich binnen kurzem zentimeterlange Nadeln, oder richtiger, sehr 
schlanke vierseitige Prismen,.die ebenfalls luftbestandig waren. 

Nach diesen Vorversuchen sehien also ein neuer Wee 
zur Reindarstellung der Taurocholséiure gefunden zu sein. Die 
fortvesetzten Untersuchungen zeigten aber, dab die neue Methode, 
namentlich ber Verarbeitung von Gallien anderer Tiere, nicht 
immer sicher zum Ziele fiihrte. Teh fand niimlich mehrmals, 
dali die in obiger Weise gewonnene Siiture von etwas Tauro- 
cholat verunreimgt war. In eimgen Fallen fand bet Zusatz 
von Nal zu der angesituerten Taurocholatlhbsung schon vor 
dem vollstiindiven Siittigen mit) NaCl eine Ausscheidung von 
mit Taurocholat gemischter Siure statt und dies wiederholte 
sich nach jeder neuen Filtration. Wenn aber die Saure ein- 
mal von gallensaurem Sa!lz verunreinigt worden ist, wird das 
letziere bei jeder Umtailung durch Atherzusatz mit der Siiure 
zusamimenve fale, 

Aus diesem Grunde habe ich die obige Methode = als 
weniger sicher verlassen, und wenn ich sie trotzdem hier oben 
beschrieben habe. geschah dies, um die Einwirkung des Koch- 
salzes auf die Kristallisation der wohl nie triiher aus wiisse- 
riger Losung im Wristalien erhaltenen Taurocholsiiure zu zeigen. 
leh will deshalb auch in diesem Zusammenhange mitteilen, 
dali die Taurocholsiiure sogar ohne Zusatz von Ather aus einer 
anvesiiuerten und darauf mit NaCl gesiéttigten Taurocholatl6sune 
(allerdines von ein wenig Taurocholat verunreiniet) kristalli- 
sierenm kann. 

Statt des Siitureaussalzungsverfahrens habe ich also spiiter 
ele andere Methode anzewendet, deren Prinzip das folgende 
ist. Das reme Taurocholat wird ino alkoholischer LOsung mi 
einer Sdure, Schwetfel- oder Chlorwasserstoffsiiure, zersetzt und 
die vom Sullat. bezw. Chiorid abfiltrierte klare Losung mit 
iiberschiissivem Ather eefallt. Dureh wiederholte AuflOsung 
in Alkohol und Austiillung mit Ather wird die Siiure gereinigt. 
Die Losune des Taurocholates in) Alkohol wird unter 


Cimrihren mit’ schwefelsiiurehaltiigem Alkohol, bis zu 2—6°/o 
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Schwefelsiiure, oder mit Salzsiiure. bis zu 2/9 Chlorwasser- 


stoff, versetzt. Die ausgefiillten Salze werden abfiltriert und 
das Filtrat mit tberschiissigem Ather gefallt. Sobald die Siiure 


als flockige oder harzige Masse sich ausgeschieden hat — also 
ohne die Kristallisation abzuwarten —, wird die Fliissigket 


abgegossen und notigenfalls, um Verluste zu vermeiden, fiitriert. 
Ich habe allerdings die Saure mehrmals ohne Nachteil 24-—48 
Stunden mit der sauren Flissigkeit in Berthrung gelassen: der 
Vorsicht halber dirfte es jedoch besser sein, die ausgefillte 
Siiure sobald als moéelich von der Fitissigkeit zu trennen. Die 
ausgefiilite Saure wird nun in wenig absolutem Alkohol gelost, 
die Losung filtriert und von neuem mit Ather amorph gefiillt. 
Die Saure lost sich nun regeimabig in absolutem Alkohol klar 
und obne Riickstand (Sulfate, Chloride; auf; wenn dies nicht 
der Fall sein sollte, mul die obige Prozedur selbstverstiindlich 
wiederholt werden. Dem alkoholischen Filtrate setzt man ein 
wenig Wasser hinzu und versetzt darauf mit Ather bis zu 
starker Opaleszenz oder schwach milchiger Triibung. Wenn 
hierbei eine geringe amorphe Fallung entstehen wiirde, wird 
sie moglichst rasch abliltriert und man fiigt dann, wenn notig, 
noch ein wenig Ather hinzu. Nach einiger Zeit fingt die 
Kristallisation der Siiure an, und wenn die Menge der Kristalle 
sich nicht weiter vermehrt, figt man der klaren” Flissigkeit 
wieder Ather bis zur schwach milchigen Triibung hinzu. Diese 
Prozedur wiederholt man, bis keine beachtenswerte weitere 
Kristallisation geschieht, und nach demselben Prinzip kann dann 
die Siiture beliebig oft aus schwicherem Alkohol umkristalli- 
siert werden. 

Zu diesem Verfahren habe ich noch tolgendes zu be- 
merken. Das reine, trockene ‘Taurocholat ist’ verhaltnismabig 
schwerloslich in Alkohol, namenthch ino absolutem.  Es_ lost 
sich allerdings besser: in) warmem Alkohol: beim Abkthlen 
fallt es aber zum Teil wieder aus als eine grobflockige oder 
tonerdehydratéhnliche Fallung, wenn nicht die ganze Losung 
fast gallertihnlich erstarrt. Dies erschwert bisweilen, nament- 
lich bei Verwendung von Hindergalle, die Darstellung der 
Siure: es macht auch eine ziemlich grobe Menge Alkohol not- 
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wendig, und dem entsprechend wird sowohl der Atherverbrauch, 
wie der unvermeidliche Verlust an in Loésung gebliebener 
Taurocholsiiure gréBer. Um diesen Ubelstand zu vermeiden, 
habe ich folgende Abiinderung gemacht, die, soweit ich bisher 
geschen habe, zu guten Resultaten fiihrt. Das reine, fein zer- 
riebene Taurocholat wird mit Alkohol, welcher 2—3°/o Siéure 
enthalt, bet Zimmertemperatur verrieben und in einem kleinen 
Kolben damit umgeschiittelt. Es findet auch hier eine Zer- 
seizung statt. Die Taurocholséiure wird von dem siturehaltigen 
Alkohol gelést und es bleibt Sulfat bezw. Chlorid zuriick. Die 
abfiltrierte saure, alkoholiseche Lésung wird mit Ather gefiillt. 

Wenn die alkoholische Lésung der freien Taurocholsiiure 
zulillizerweise etwas zu viel Wasser enthalten wiirde, kann 
es sich ereignen, daB man nach Zusatz von Ather die Tauro- 
cholsiiure in Wasser gelOst als eine untere Schicht erhiilt. 
Wenn man diese von der Atherlésung getrennte Schicht mit 
einer passenden Menge absoluten Alkohols mischt, kann man 
die Siiure mit Ather leicht ausfillen. 

Hinsichtlich der zu verwendeten Mineralsaure gebe ich 
aus theoretischen Grinden der Schwefelsiure den Vorzug, weil 
die Entfernung der Sulfate mit Alkohol leichter und sicherer 
als die der Chloride gelingt. Zu meinen allermeisten und ins- 
besondere zu den in dem folgenden mitgeteilten Versuchen 
habe ich indessen immer nur Chlorwasserstoffsaure verwendet. 
Ks war nimlich immer notwendig, Schwefelbestimmungen aus- 
zufiihren, und aus dem Grunde mubte jede Verunreinigung mit 
Schwefelsiiure oder Sulfaten vollstandig ausgeschlossen werden 
konnen. 

Die nach der neuen Methode aus verschiedenen Gallen 
dargestellte Taurocholsiiure hatte immer dieselben Eigenschaften. 
Sie hatte immer einen siiben, nur wenig bitteren, an Sibholz- 
extrakt erinnernden Geschmack. Sie kristallisierte bei rascher 
Kristallisation in Gruppen von feinen Nadeln; bei mehr lang- 
samer Kristallisation in schOnen Prismen, meistens mit durch 
zwei Flichen abgeschnittenen Enden. Sie loste sich leicht in 
Wasser mit stark saurer Reaktion, die kristallisierte Siéure 
jedoch viel weniger leicht als die amorphe. Sie léste sich 
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auch in Alkohol, die kristallisierte jedoch nicht besonders leicht. 
In Ather. Benzol und Aceton léste sie sich nicht. Die Siiure 
konnte tagelang in offenem Gefiibe an der Luft stehen, olme 
durch Wasseraufnahme zu zerflieben. Dagegen konnte sie nicht 
liber 100° C. ohne Zersetzung erhitzt werden. Selbst beim 
Erhitzen auf dem Wasserbade fand unter gelbbrauner Fiirbung 
eine Zersetzung der Siéure statt. Dai ich bisher nur meine 
Bemiihungen auf die Ausarbeitung einer Methode zur Kein- 
eewinnung der Siiure gerichtet habe, kann ich jedoch hier keine 
weiteren Angaben tiber die Kigenschaften der letzteren geben. 

Die Darstellung der Taurocholsiiure ist also nach dem 
obigen Verfahren eine sehr leichte und einfache Aufgabe, vor- 
ausgesetzt nur, daly man tiber reines Taurocholat verfiigen 
kann. Gerade in der Reindarstellung dieses Salzes liegt aber 
die Schwierigkeit, und in dieser Hinsicht verhalten sich = die 
Gallen verschiedener Tiere etwas verschieden. Bisher habe 
ich nur mit drei verschiedenen Arten Galle, némlich Dorsch-, 
Rinder- und Hundegalle, gearbeitet, und da ich nun einige 
Belege fiir die Brauchbarkeit der obigen Methode mitteile, 
mub ich fiir jede Art Galle tiber die Darstellung des Tauro- 
cholates und der freien Siiure in einem Zusammenhange berichten. 


Darstellung der Taurocholsiure aus Dorschgalle. 

Aus dieser Galle gelingt die Darstellung der Siiure am 
leichtesten. Die Galle wird erst mit Eisenechlorid gefiillt. Die 
von dem stark gefirbten, nicht besonders reichlichen Nieder- 
schlage abfiltrierte Fliissigkeit wird nach Tengstroms Ver- 
fahren verarbeitet. Sie wird also zur Ausfillung von tber- 
schiissigem Eisen mit Na,CO,-Losung alkalisch gemacht, worauf 
das neue Filtrat fast neutralisiert wird. Durch Siattigung mit 
NaCl wird nun das Taurocholat (fast rein weil) ausgefillt, 
mit gesiittigter NaCl-L6sting ausgewaschen, noch einmal aus 
wasseriger LOsung mit NaCl geféllt und durch wiederholtes Ein- 
trocknen und Auflésen in Alkohol von NaCl befre Das ‘Tauro- 
cholat ist rein weiB, kann aus alkoholisecher LOsung mit Ather 


kristallisiert erhalten werden und hat den geforderten Schwetel- 


gehalt, 5,9—5,95/o. 
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Die freie Siure wurde nach dem oben angegebenen Ver- 
fahren leicht gewonnen. Sie kristallisierte leicht und rasch 
und wurde im ganzen dreimal umkristallisiert. Je nach der 
rascheren oder langsameren Kristallisation bestand sie aus 
feinen Nadeln oder vierseitigen Prismen, deren Enden von zwei 
Fiichen schief abgesechnitten waren. 

Die zur Schwefelbestimmunge verwendete kristallisierte 
Siiture erwies sich als fast absolut chlorfrer. O38 @ heferten 
eine kaum sicher wiagbare Menge Asche (0.0002 g = 0,06°/0) 
und die Sidure war also fast aschefret. Sie konnte tagelang 
in Olfenem Gefille ohne sichtbare Veriinderung stehen und 
wurde im Exsikkator leieht von konstantem Gewicht erhalten. 
Die Schwetelbestimmung ergab folgendes : 

0467 g Substanz heferten 0.204 ¢ BasO, 
= 0.025 g sSchwefel = 6.0 <a 

Der Gehalt an Schwefel war also = 6,0°/o0, wihrend die 
Formel der wasserlreien Siiure 6,21°/o S erfordert. Da ich die 
Siiure nie aus wasserlreiem, sondern nur aus wasserhaltigem 
Alkohol durch Atherzusatz in Kristallen erhielt, liegt die An- 
nahme nahe, dab die Siture WKristallwasser enthilt.  Inwieweit 
dies der Fall ist, kann ich jedoch noch nicht sicher angeben. 
Jedenfidls kann das Kristallwasser (resp. Kristallalkohol) nicht 
durch das Vacuum allen entfernt werden, denn das Gewicht 
bleibt wochenlang im Exsikkator unveriindert. Beim = Erhitzen 
auf 100°C. und sogar bei etwas niedrigerer Temperatur zersetzt 
sich die Siure unter Gelb- oder Braunfiirbung. Beim Erhitzen 
der im Exsikkator getrockneten Siiure auf 90° kiirzere Zeit habe 
ich yedoeh einen Gewichtsverlust, welcher 2—3°%0 Wasser ent- 
spricht, beobachtet, ohne dai hierbet eine merkbare Veriainderung 
der Siiure stattfand. leh habe diese Frage bisher nicht weiter 
verfolgt. erlaube mir aber zu bemerken, dab eime Saure von 
der Formel C,,H,NSO,-;-H.O gerade den gefundenen Wert 
6.0°o Schwelel enthalten wirde. 

Die aus Dorschgalle dargestelite Taurocholsiiture habe ich 
ein paarmal zur Gewinnung der entsprechenden Cholalsaure 
mit 10° oiger Natronlauge 8—9 Stunden im Autoklaven bei ein 


wenig liber 100° C. erhitzt. Die Cholalsiture kristallisierte leicht 
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in der fir gewOhnliche Cholsiure typischen Kristallform, sie gab 
sehr schon die Myliussche Jodreaktion und hatte den Schmelz- 
punkt 195°C. Sie war also gewohnliche Cholsiiure und die 
entsprechende gepaarte Siure also gewOhniiche Taurocholsiiure, 

Da das Vaurocholat und die freie Shure beztiglich des 
Schwefelgehaltes nur wenig voneinander abweichen., beweist 
der oben gefundene Wert, 6.0°,0 Schwefel, eigentlich nur, dab 
eine in Betracht kommende Verunreinigung mit Cholsiiure (oder 
Glvkocholsiture) ausgeschlossen war. Dagegen konnte fast eben- 
sogut ein Taurocholat vorliegen, wenn man nur den Schwefel- 
rehalt in Betraeht zieht. Dai aber das ‘Vaurocholat) ber der 
Verbrennung eine reichliche Menge Asche, jedentalis nie weniger 
als 13°/0 (als Na,SO, berechnet) gibt, wahrend das analysierte 
Praparat nur 0,06°/o Asche heferte, kann kein Zweifel dariiber 
bestehen, dal die Darstellung kristallisierter Taurocholsaéure hier 
eelungen war. 


Darstellung der Taurocholsiiure aus Rindergalle. 

Die Reingewinnung des Taurocholates aus der Rindergalle 
ist mit groben Schwierigkeiten verkniipft. und darum eignet sich 
auch diese Galle, wenigstens so lange die Methode nicht besser 
ausvearbeitet worden ist, nicht gut zur Darstellung der Taurochol- 
siiure. Die zur Darstellung des Salzes befolete Methode war 
im Prinzipe die von Tengstrom ausgearbeitete. 

Die durch NaCl nicht direkt aussalzbare Galle wurde also 
erst mit Bleizucker und dann wiederholt mit Eisenechlorid gefalit, 
bis die Galle durch NaCl gefallt werden konnte. Nach diesem 
Verfahren erhiilt man sowohl aus der Rindergalle wie aus 
anderen Gallen ohne vorgiingige Entfiirbung die ausgesalzenen 
Gallensalze fast sogleich rein weil. ber der weiteren Ver- 
arbeitung dieser Gallensalze wich ich insofern von Tengstrom 
ab, als ich nicht mit NaCl. sondern mit KCI fallte. Dies geschah 
aus dem Grunde, dab nach Tengstrom das letztgenannte Salz 
nur das Taurocholat, nicht aber das Glykocholat fallen soll. 

Zur Austillung des Taurocholates loste ich das KCI (etwa 


64g auf je LOO cem Loésung) in der Gallensalzlosung unter Er- 


warmen bis fast zum Sieden. filtrierte hei} und lief erkalten. 
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Beim Erkalten schied sich das Taurocholat (nebst etwas KCl) 
erobflockig aus. Die Ausscheidung geschieht aber nicht auf 
einmal, denn wenn man die Fiillung abfiltriert, treten im Filtrate, 
bisweilen erst am folgenden Tage, neue Ausscheidungen auf, die 
das Aussehen von grofen lockeren Fibringerinnseln oder von 
Schimmelbildungen haben. Simtliche Ausscheidungen wurden 
gesammelt, ausgeprebt, in Wasser gelést, noch einmal mit KCI 
gefiillt, ausgepreBt, in Alkohol gelOst und durch Filtration von 
KCL getrennt. Durch wiederholte Alkoholbehandlung in = der 
eewOhnlichen Weise wurde das Salz gereinigt. 

Das in dieser Weise gewonnene Salz enthilt, selbst wenn 
es keine nennenswerte Chlorreaktion gibt, sowohl Kalium als 
Natrium in, wie es scheint, wechselnden Mengen. Da das 
Natriumsalz der Taurocholsiiure 5,96 und das Kaliumsalz 5,79°/o 
Schwefel enthalt, ist es, ohne gleichzeitige Bestimmung des 
Kalium- und Natriumgehaltes. nicht modglich, aus der Bestimmung 
des Schwefelgehaltes allein sichere Aufschliisse tiber die Reinheit 
des Tauroecholates zu gewinnen. Da ich aber Werte fiir den 
Schwefelgehalt gefunden habe, die, nach gebiihrender Korrektion 
fiir die verunreinigenden Chloride, in verschiedenen Priiparaten 
zwischen 5,38 und 5,79"0 S schwankten, ist es offenbar, dab 
die Reindarstellung des Taurocholates aus der Rindergalle mir 
nicht gelungen ist. Tengstrém gelangte zu besserem Resultat, 
indem er niimlich durch Aussalzen mit NaCl ein Priiparat mit 
5.93% S. do h. etwa 99°/o Taurocholat erhielt. 

Das Aussalzen mit KCl fiihrte also nicht zu besseren Re- 
sultaten als die Anwendung von NaCl, welches Salz Praparate 
von ebenso hohem Schwefelgehalt wie die mit KCl dargestellten 
Priiparate lieferte. Die Anwendung des letaztgenannten Salzes 
scheint also keine besonderen Vorteile darzubieten, eher das 
Gegenteil. Die Fillung tritt sehr schleppend auf, und in ver- 
diinnten Lo6sungen findet bisweilen in den ersten 24 Stunden 
tiberhaupt keine Ausscheidung statt. Erst spiiter treten nach 
und nach die eigentiimlichen faserigen und lockeren Nieder- 
schliige auf, und ein bedeutender Rest bleibt in Lésung. Es 
scheint mir iibrigens etwas zwelfelhaft zu sein, ob nicht etwa 
vorhandenes Glvkocholat zum Teil mit niedergerissen wird. 
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Wenn namlich, wie Tengstrom fand, das Glykocholat in reinem 
Zustande von KCI nicht gefallt wird, so schliebt dies doch nicht 
aus, dah aus einem Gemenge der zwei Salze Doppelverbindungen 
derselben durch das KCI ausgefiillt werden kOnnten. Es sprechen 
nimlich mehrere Beobachtungen fiir die Existenz derartiger 
Doppelverbindungen, wenn ich auch noch nicht auf diese Frage 
habe niiher eingehen kénnen. 

Die von Tengstrém ausgearbeitete Methode fiir die Rein- 
darstellung des Taurocholates aus Rindergalle ist allerdings als 
ein wesentlicher Fortschritt anzusehen: ich glaube jedoch nicht, 
dafi man nach dieser Methode immer ein reines Priiparat ge- 
winnen kann. Mir ist dies wenigstens nicht gut gelungen. Da 
die Taurocholeinsiiure noch nicht in reinem Zustande dargestellt 
worden ist, und da man folglich noch nicht die Fiillbarkeit des 
Taurocholeinates kennt, darf man ubrigens die Méglichkeit nicht 
auber acht lassen, dafi das nach der obigen Methode isolierte 
Taurocholat von dem Salze der Taurocholeinsiiure verunreinigt 
sei. Die Methode zur Reingewinnung des Taurocholates aus 
Rindergalle mufi also noch weiter ausgearbeitet werden. 

Das Taurocholat ist, wie in dem vorigen bemerkt wurde, 
nicht leicht léslich in kaltem Alkohol. Das Taurocholat aus 
Rindergalle scheint besonders ziemlich schwerloslich zu sein, 
was vielleicht durch irgend eine Beimengung bedingt ist. Aus 
dem Grunde habe ich auch bei der Darstellung der freien Saure 
aus dem Taurocholate der Rindergalle die obige Abiinderung 
des Verfahrens, d. h. das Zerreiben des Salzes mit siéurehal- 
tizem Alkohol, benutzt. Die Methode war im ibrigen dieselbe 
und dirfte also keiner ausfiihrlicheren Erwiihnung bediirftig 
sein. Die Sure, welche zwei- oder dreimal umkristallisiert 
wurde, hatte dieselben Eigenschaften und dieselbe Kristallform 
wie die Siéiure aus Dorschgalle. Sie gab ganz typische gewohn- 
liche Cholsiure, und es konnte aus der Rohcholalsaure keine 
Choleinsiure gewonnen werden. Die Siiure war fast ganz fret 
von Mineralstoffen, der Gehalt an Schwefel in den verschiedenen 
Priiparaten schwankte aber zwischen 5,80 und 5,91°%o. Der 


letztgenannte Wert stimmt allerdings hinreichend gut zu einer 
Siaiure von der Formel C,,H,,.NSO, -+- H,O (= 6,0°/o Schwefel): 
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die iibrigen Zahlen sind aber alle zu niedrig und der Wert 5,80°,)S 
wiirde einem Priiparate mit einem Gehalte von nur 96,7°/o einer 
solchen Siiure entsprechen. Aus der Rindergalle ist also die 
Reindarstellung sowohl der freien Sdure wie des Taurocholates 
mir noch nicht gut gelungen, und die Methode ist einer weiteren 


Vervolikommnung bediirftig. 


Darstellung der Taurocholsiuren aus Hundegalle. 

Als Material zur Darstellung der Taurocholséure ist allgemein 
die Hundegalle empfohlen worden. Dies ist aber nur unter der 
Voraussetzung zu billigen, da’ die Hundegalle nur gewohnliches 
Taurocholat enthilt. Wem aber der sitiBe, nur sehr schwach 
bittere Geschmaek des gewOhnlichen Taurocholates bekannt ist. 
der wird es sehr wahrscheinlich finden, da die Hundegalle 
neben der Taurocholsiiure auch eine andere, mehr bitter- 
schmeckende Gallensiiure enthialt. Dies war auch einer der 
Griinde, warum ich zu einer Untersuchung der Hundegalle ging. 

Die Hundegalle wurde unmittelbar nach dem Toéten des 
Tieres in iibersehtissigen Alkohol gegossen und in dieser Weise 
aufbewahrt. bis von mehreren Hunden eine fiir die Untersuchung 
geniigende Menge Galle aufgesammelt worden war. Die von 
Schieim> abfiltrierte alkoholische LOsung wurde auf dem Wasser- 
bade eingetrocknet, der Riickstand in starkem Alkohol gelost 
und diese Losung auf einmal mit viel Ather unter Umschiitteln 
versetzt. In dieser Weise erhilt man die gallensauren Salze 
nicht als zihe Klumpen und Massen, sondern als eine nicht 
stark gefiirbte, flockige Fiillung, wiihrend die Hauptmasse des 
Farbstoffes in der alkoholisch-iitherischen Lésung bleibt. Die 
abfiltrierten und ausgeprebten gallensauren Salze wurden in 
Wasser gel6st und weiter verarbeitet. 

Diese Losung wurde fraktioniert mit Eisenchlorid gefiaillt. 
Die ersten Niederschliige, welche ein teerartiges Aussehen 
hatten und fast allen Farbstoff aufpnahmen, wurden gesondert 
verarbeitet. Sie wurden mit Sodalésung zersetzt, die LOsung 
einvetrocknet und der Riickstand mit warmem Alkohol extrahiert, 
wobei, wie gewohnlich, der ungeléste Rest reichliche Mengen 
umgewandelten Farbstoffs zuriickhielt. Die abfiltrierte alkoholische 
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Losung wurde eingetrocknet und der Riickstand mit kaltem 
absoluten Alkohol behandelt. Hierbei léste sich ein grober 
Teil, wahrend ein anderer, aus Flocken und Schollen bestehender, 
fast weiber Teil (aus Seifen bestehend) zuriickblieb. Das Ein- 
trocknen des Filtrates und Wiederauflisen in kleinen Mengen kalten 
Alkohols wurden wiederholt, bis alles in Alkohol leicht und klar 
loslich war. Diese LoOsung hatte einen ekelhaft bitteren Ge- 
schmack, welcher schon an und fiir sich zeigte, dali hier eine 
eanz andere Gallensiiure als die gewoOhnliche Taurocholsiiure 
vorilag. Diese, aus der Eisenfraktion 1 erhaltene LoOsung wurde 
mit der aus der Eisenfraktion 2 gewonnenen vereinigt. 

Das Filtrat von der Eisenfraktion 1 wurde wiederholt mit 
Kisenchlorid, unter Abstumpfung der sauren Reaktion mit Soda 
und Verdiinnen mit Wasser, gefiillt. Die Hundegalle verhielt 
sich hierbei in derselben Weise wie die Rindergalle. Wenn 
man die Lésung mit Eisenchlorid versetzt, kommt man niimlich 
bald zu einem Punkte, wo weiterer Zusatz von Eisenchlorid 
keine Fiillung erzeuet. Versetzt man nun das eisenreiche, 
sauer reagierende Filtrat mit Soda bis zu schwach = saurer 
Reaktion, so tritt ein neuer, blab gelbbrauner Niedersehlag auf. 
Zusatz von Eisensalz zu dem neuen Filtrate erzeugt vielleicht 
eine neue Féllung: wenn dies aber nicht der Fall ist, kann man 
regelmaiBbig durch Verdiinnung mit Wasser einen neuen Nieder- 
schlag erhalten. Setzt man dem Filtrate auf einmal eine grobere 
Menge Eisenchlorid hinzu, so bleibt die Lésung oft ganz klar, 
stumpft man aber die saure Reaktion groftenteils mit Soda 
ab, so erhalt man wiederum einen blafi gelbbraunen Nieder- 
schlag, welcher Gallensiiuren enthiilt.!) Ist die L6sung infolge 
der allmiéhlich stattgefundenen Verdiinnung durch Eisenchlorid 
nicht mehr fillbar, so kann man durch Sodazusatz, Eintrocknen 
und Alkoholbehandlung die gallensauren Salze isoheren und in 
Wasser lOsen, und man kann nun wieder eine Eisenfiiilung 
erhalten. In dieser Weise kommt man bei der Fiillung der 
Galle mit Eisenchlorid fast nie ganz zu Ende, wenn auch die 
Fillungen zuletzt nur sehr geringfiigig sind. 


1) Dieser Niederschlag list sich leicht in Alkohol und unterscheidet 


sich sowohl hierdurch, wie durch die Farbe von Eisenoxydhydrat. 
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Da auch die Hundegalle in der nun geschilderten Weise 
bei der Fiillung mit Eisenchlorid sich verhielt, verfuhr ich so, 
dai ich so lange mit Eisenchlorid fillte, bis die Eisennieder- 
schlige, mit Soda zersetzt, eine stark siib, nur wenig bitter 
schmeckende LOsung gaben. Das Endfiltrat von den Eisen- 
fiillungen, als Fraktion 4 bezeichnet, wurde auf gewohnliche 
‘Taurocholsaure verarbeitet. 

Von den Eisenfallungen wurden diejenigen, welche eine 
stark siif schmeckende Losung gaben und welche dement- 
sprechend hauptsiichlich Taurocholat enthielten, als Fraktion 3 
aufbewahrt. Ihre Menge war so klein, daB eine weitere Ver- 
arbeitung nicht unternommen wurde. Die ersten Eisenfallungen 
dagegen, welche LOsungen von stark bitterem Geschmack lie- 
ferten, wurden als Fraktion 2 gesammelt und auf eine etwa 
vorhandene zweite gepaarte Saure verarbeitet. 

Zu dem Ende wurden sie mit Sodalésung zersetzt, das 
Kiltrat eingetrocknet und der Riickstand mit Alkohol behandelt. 
Diese Loésung, welche einen viel stérker bitteren Geschmack 
als gewOhnliches Taurocholat hatte, wurde mit der obigen, aus 
Fraktion t erhaltenen Losung vereinigt und eingetrocknet. Der 
Riickstand wurde in wenig Alkohol gelést, die Lésung filtriert, 
mit salzsiiurehaltigem Alkohol versetzt und nach dem Filtrieren 
mit Ather gefiillt. Die ausgefiillte amorphe Siiure wurde in 
Alkohol gelést und nach Zusatz von ein wenig Wasser mit 
Ather versetzt. Sie schied sich auch jetzt amorph aus, ging aber 
nach lingerer Zeit groBtenteils in Ballen von feinen Nadeln iiber. 
reringe Menge der Séure nicht zu alien den er- 


- 


Da die 
wiinschten Proben ausreichend war, und da es vor allem darauf 
ankam, zu Wissen, ob eine andere Taurocholsiiure als die ge- 
woOhnliche hier vorlag, zersetzte ich die Siure durch Sieden 
mit Natronlauge von 8°®/o im Autoklaven bei etwa 100° C, 
Aus der Lésung wurde die Cholalsiure mit Salzsiiure gefallt 
und in dem Filtrate konnte ich nach dem von mir angegebenen 
Verfahren?) leicht Taurin nachweisen, jedoch in so_ kleiner 
Menge, daBb ich eine Bestimmung des Schwefelgehaltes nicht 
ausfiihren konnte. 


Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 456. 
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Die ausgewaschene und getrocknete Cholalsiiture gab nur 
eine dufberst schwache Jodreaktion. Um sie weiter zu reinigen, 
fiihrte ich sie in das Natriumsalz iiber. Die wiisserige Lésung 
dieses Salzes, welche einen intensiv bitteren Geschmack hatte, 
wurde mit BaCl,-Losung versetzt. Es entstand hierbei eine 
starke feinkOrnige Fiallung, die erst langsam zu Boden sich 
setzte und dort eine ziithe, honigiihnliche Sehicht bildete. Das 
in Alkohol leicht l6sliche Baryumsalz wurde in das Natriumsalz 
wieder tibergefiihrt und die LOsung der letzteren in Wasser mit 
Salzsiure gefillt. 

Die so gefillte, rein weibe, in Wasser sehr schwerliésliche 
Cholalsiiure wurde in ein wenig siedendem absoluten Alkohol 
gelOst und am folgenden Tage hatten helle farblose Kristalle 
sich ausgeschieden. Auch aus der LOsung des Alkalisalzes in 
Wasser erhielt ich die Siiure nach Zufiigung von Ather und 
Salzsiurezusatz in Nadeln und zum Teil in 6seitigen Tafeln. 
Die so gewonnene Cholalsdure gab keine Spur einer Jodreaktion 
und der Schmelzpunkt war 182° C. Hiermit war es also be- 
wiesen, dai die untersuchte Hundegalle eine Taurocholsiiure 
enthielt, welche nicht Cholsiiure, sondern eine andere Cholal- 
siure gab. Ob diese gepaarte Siiture Taurocholeinsiiure ist, habe 
ich noch nicht ermitteln kénnen und zwar wegen Mangels an 
Material. Es ist leider hier in Upsala sehr schwer, Hunde- 
galle zu bekommen, und bisher habe ich leider nicht mehr als 
100 vem frische Galle in Arbeit nehmen konnen. Die erhaltene 
Cholalsaure ahnelt jedoch sehr der Choleinsiure und ist viel- 
leicht mit ihr identisch. 

Aus dem Endfiltrate (Fraktion 4), welches auf gewohn- 
liche Taurocholséure zu verarbeiten war, wurde mit Na,CO, 
im Uberschu8 das Eisen entfernt. Das Filtrat wurde fast neu- 
tralisiert, eingetrocknet, der Riickstand mit Alkohol erschopft 
und das Taurocholat dureh wiederholtes Aufl6sen in Alkohol 
und Eintrocknen gereinigt. Die freie Siiure wurde dann in 
derselben Weise wie aus der Dorschgalle dargestellt und 2 mal 
aus Alkohol durch Atherzusatz umkristallisiert. Die Siiure hatte 


dieselbe Kristallform wie die aus Dorsch- oder Rindergalle. 
sie war nicht zerflieBlich an der Luft und konnte nicht ohne 
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Zersetzung auf 100°C. erhitzt werden. Die Schwefelbestimmung 
ergab folgendes: 
0,369 ¢ Substanz lieferten 0161 g¢ BaSO, 
0.02213 ¢ Schwefel = 5,995 oder rund 6,00°/o 3. 

Der Schwefelgehalt, 6"0°/o, war also derselbe wie in der 

Siiure aus Dorschgalie und entspricht der Formel 
C,,H,,NSO, -+- H,0. 

Der Rest dieser Siiture wurde zur Darstellung der Cholal- 
siiure mit 8 °/oiger Lauge gekocht. Die Cholalsiiure gab intensive 
Jodreaktion, hatte die typische Kristallform der Cholsaure und 
den Schmelzpunkt 195° C. Die untersuchte gepaarte Siéure 
war also gewOhnliche Taurocholsiiure. 

Die Brauchbarkeit der neuen Methode auch fiir die Hunde- 
gaile diirfte hiermit bewiesen sein. Die Schwierigkeit lhegt auch 
hier in der Darstetlung des Taurocholates, und zwar infolge der 
Anwesenheit von zwei Taurocholsiuren. Da ich bisher nur 
100 com Hundegalle verarbeitet habe, wage ich natirlich nicht, 
zu behaupten, dab die Hundegalle regelmabig zwei gepaarte 
Siiuren enthilt, wenn ich auch dies sehr wahrscheinlieh finde. 
Die von mir untersuchte Galle war namlich gemischte Galle, 
die von 4 verschiedenen Individuen stammte. 





























Serosamucin», eine Mucinsubstanz in Ascitesfliissigkeit 
und Synovia. 


Von 


Gustaf von Holst. 


(Der Redaktion zugegangen am 27. August 1904.) 


In diagnostischer Hinsicht hat man bekanntlich dem Ver- 
halten der Transsudate und Exsudate zu Essigsiiure eine gewisse 
Bedeutung beigelegt, indem niamlich Exsudate inflammatorischen 
Ursprunges regelmiafig von dieser Siiure gefallt werden, die eigent- 
lichen Transsudate dagegen nicht. Aus dem Grunde hat man auch 
wiederholt die Natur des dureh Essigsiiure fillbaren Stoffes zu 
erforschen sich bemiiht, ohne indessen zu tibereinstimmenden 
Resultaten zu gelangen, was wohl darauf hindeutet, dal die 
fiillbare Substanz nicht immer dieselbe ist. 

Im Jahre 1890 verdffentlichte Professor Hammarsten!) 
einen Aufsatz tiber das Vorkommen von Mucoidsubstanzen in 
Ascitesfliissigkeiten. Aus solcher Fliissigkeit konnte er niimlich 
in einigen Fiillen, wo eine Beimengung von Pseudomucin aus 
Ovarialgeschwiilsten vollstandig auszuschlieben war, zwei Sub- 
stanzen isolieren, die sowohl ihrer elementaren Zusammen- 
setzung wie ihren anderen Eigenschaften nach unzweifelhaft 
zu der Mucingruppe gehérten und dementsprechend auch als 
Spaltungsprodukt eine reduzierende Substanz lieferten. Die eine 
dieser Substanzen war dureh Essigsiiure fillbar, die andere, 
welche wie eine Albumose sich verhielt, dagegen nicht. Jene 
wurde als Mucoid, diese als Mucinalbumose bezeichnet. Die 
Darstellungsmethode, bei welcher das koagulable Eiweif durch 
Sieden entfernt wurde, lie} vermuten, daf die fraglichen Stoffe 


'’ Hammarsten, Diese Zeitschnft, Bd. XV. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIII. 10 
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nicht priiformiert in der Fliissigkeit enthalten waren, sondern 
als Umwandlungsprodukte einer mehr komplizierten, der Mucin- 
gruppe angehorigen Substanz zu betrachten waren. 

In weilterer Verfolgung: dieser Untersuchungen konnte 
Paijkull!) das Vorkommen dieser zwei Substanzen in 16 ver- 
schiedenen Ascitesfliissigkeiten konstatieren. Gleichzeitig fand 
er aber auch, dal} gewisse Ascitesfliissigkeiten von Essigsiiure 
direkt getriibt oder gefillt wurden, und er konnte aus ihnen 
durch Ausfiillung mit Essigsiure und weitere Reinigung eine 
Substanz isolieren, die offenbar ganz anderer Art war. Diese, 
durch Essigsiiure faillbare Substanz léste sich niimlich verhaltnis- 
miibig leicht in einem Uberschu8 der Siiure und aus ihr konnte 
durch Sieden mit Siure keine reduzierende Substanz erhalten 
werden, wogegen sie, in Salzsiiure von 0,2°/o gelést, bei der 
Pepsinverdauung einen phosphorhaltigen Niederschlag gab. Dieser 
Kigenschaften wegen bezeichnete Paijkull diese Substanz als 
ein Nucleoalbumin und er fand sie immer in solchen Fliissig- 
keiten, welche inflammatorischen Ursprunges waren, wahrend 
er sie in den reinen Transsudaten vermiBbte. Die Menge dieser 
Substanz war nie gréber als 0,2°%/o. Den Ursprung dieses 
Nucleoalbumins suchte er teils in den Leukocyten und teils in 
Cancerzellen, ohne jedoch die Moéglichkeit, daB es ein Produkt 
der normalen Serosa sein kénnte, in Abrede zu_ stellen. 

Withrend das Vorkommen von Mucoidsubstanzen in As- 
citesfliissigkeiten von Paijkull konstatiert worden ist, glaubte 
Young?) das Vorkommen einer préformierten Mucinsubstanz 
in solchen Fliissigkeiten bezweifeln zu kénnen. Da man bisher 
die Mucoidsubstanzen nur aus gekochten Ascitesfliissigkeiten 
und nicht durch Zusatz von Essigséure zu einer solchen Fliissig- 
keit vor dem Kochen hatte darstellen kénnen, fand er es am 
wahrscheinlichsten, dafi die Mucoide nur kohlehydrathaltige 
Spaltungsprodukte von Eiweif seien. 

Die regelmiibige Fiillbarkeit der inflammatorischen Exsudate 
durch Essigsaurezusatz hat Staehelin®) konstatieren konnen, 

') Pairjkull, Malys Jahresbericht, Bd. 22. 

Young, Inaug.-Diss. Ziirich 1901. 
Staehelin, Miinchener med. Wochenschrift, Nr. 34, 1902. 
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gleichzeitig hat er aber bemerkt, daf} auch reine Transsudate 
bisweilen, wenn auch nur &uberst schwach, von der genannten 
Siure getriibt werden. Die von ihm isolierte, durch Essigsiure 
fiillbare Substanz, deren Menge nie mehr als 0,2°/o betrug, 
enthielt, zum Unterschied von der Substanz Paijkulls, keinen 
Phosphor und konnte also kein Nucleoalbumin sein. Sie ist 
nach ihm ebenfalls keine Mucinsubstanz, steht aber beziiglich 
ihrer Loéslichkeits- und Fillbarkeitsverhiltnisse den Globulinen 
am niachsten. Derselben Ansicht scheint auch Joachim?) zu 
sein, und er betrachtet diese Substanz als Globulin. 

Im vorigen Jahre hat Umber?) einige diesen Gegenstand 
betreffende, wichtige Beobachtungen mitgeteilt. In einigen 
dickfliissigen und etwas fadenziehenden Ascitesfliissigkeiten er- 
hielt er durch Essigsaiurezusatz reichliche Fallung, und das von 
ihr getrennte Filtrat hatte die schleimig dickfliissige beschaffen- 
heit der urspriinglichen Fliissigkeit verloren. Der mit essig- 
siiurehaltigem Wasser gewaschene, dann mit Alkohol und darauf 
mit Ather gereinigte Niederschlag, dessen Gehalt an Schwefel 
1,32°/o betrug, war ganz phosphorfrei und folglich kein Nucleo- 
albumin, bezw. Nucleoproteid. Beim Sieden mit einer Saéure gab 
er reduzierende Substanz, obzwar nur in geringer Menge. Der 
Gehalt an Stickstoff war in zwei Priparaten 14,37, bezw. 14,91 °/o. 

Diese Substanz wird von Umber zu der Mucingruppe 
gefiihrt. Vom echten Mucin unterscheidet sie sich aber nach 
ihm durch den verhiltnismébig hohen Stickstoffgehalt wie auch 
dadurch, dab sie so wenig reduzierende Substanz gibt. 

In seinem Aufsatze erinnert Umber ferner daran, dab 
Salkowski schon vor vielen Jahren aus der Gelenktliissigkeit 
in einem Falle von chronischer Coxitis eine ihnliche Mucin- 
substanz isoliert hat. Diese Ubereinstimmung der Untersuchungs- 
resultate wird nach Umber leichter versténdlich, wenn man 
sich vergegenwartigt, dab die Synovialhaut der Gelenkhohlen 
und das Endothel der serdsen Korperhohlen wahrscheinlich 
denselben genetischen Ursprung haben, indem sie beide als 
Derivate von dem primiren Célome zu betrachten sind. Bei 

'’ Joachim, Pfliigers Arch., Bd. 93. 

2) Umber, Zeitschrift fiir klinische Medizin, Bd. 48. 


1u* 


































148 Gustaf von Holst, 


inflammatorischer Reizung oder bei prolieferierender Neubildung 
hatte man also in beiden Fallen wahrscheinlich dieselben 
chemischen Produkte zu erwarten. Diese Ubereinstimmung in 
den Eigenschaften der mit Essigsiure aus Gelenkfliissigkeit und 
aus Ascitesfliissigkeit fiillbaren Substanz wie auch das Verhalten 
dieser Substanzen zur Serosa veranlabten Umber, diese Substanz 
Serosamucin zu nennen. Auf Grund zahlreicher Beobachtungen 
glaubt Umber ferner mit bestimmtheit behaupten zu konnen, 
dafi in allen den Fallen, wo aus der Punktionsfliissigkeit diese 
Substanz von Essigsiiure reichlich gefallt wird —- von minimalen 
Triibungen wird abgesehen —, die serdse Auskleidung der frag- 
lichen K6rperhOhle an dem Krankheitsprozesse beteiligt ist. 

Aus dieser Ubersicht ersieht man. da’ die durch Essig- 
siiure fallbare Substanz in verschiedener Weise aufgefabt worden 
ist, indem némlich einige sie als Mucin, andere als Globulin 
und wieder andere als Nucleoalbumin aufgefafit haben. 

Aus diesem Grunde, und da es hier wahrseheinlich in 
verschiedenen Fiéllen um verschiedene Substanzen sich handelt, 
habe ich auf Anregung und unter Leitung von Professor 
Hammarsten die EKigensehaften der durch Essigsiiure fallbaren 
Substanzen zum Gegenstand einer Untersuchung gemacht. 
Durch einen Zulall erhielt ich sehon im Anfang meiner Arbeit 
aus der hiesigen Klinik eine Ascitesfliissigkeit, deren eigen- 
timliches Verhalten eine besondere Untersuchung veranlabte, 
liber die ich in diesem Aufsatze berichten werde. 

Die Fliissigkeit stammte von einem Patienten mit Cancer 
ventricull et peritonei her, und sie wurde durch 3. ver- 
schiedene Punktionen in Mengen von resp. 1, 1,5 und 1,5 | 
vewonnen. Sie hatte in allen drei Fallen dieselbe physikalische 
Beschatlenheit. Sie hatte die gelbe Farbe des menschlichen 
Blutserums, reagierte ziemlich stark alkalisch auf Lackmus- 
papier und war immer dickfliissig, fadenziehend. Als Form- 
elemente enthielt sie ziemlich reichliche Mengen von gequollenen 
Leukocyten. Die von ihnen getrennte, schleimige Fliissigkeit 
gab mit Essigsdéure eine grobfaserige Fallung, die wie typisches 
Mucin um den Glasstab zu einer festen Masse sich herum- 
winden lieb. Die Menge dieser Substanz und des Gesamt- 
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eiweiBbes nach den verschiedenen Punktionen ist aus der fol- 
genden Tabelle zu ersehen. 


Feste Stoffe Spez. Gewicht Gesamteiweih Mit Essigsiure 


fillbare Substanz 


1. Punktion 4,.85° 0 1.0188 ¢ 3.708 °/o 1,13°/o 
yA » 4.62 v v0 1.078 a» 3.563 ° 0 1.1 | v Uv 
3. > 3,94 °/o 1,0122 » 2,728 °/o 0,34°/o 


Die Abnahme des Gesamteiweibes und der mit Essigsiéure 
faillbaren Substanz steht mit friheren Beobachtungen von 
Rumberg und anderen im Einklange. Die Punktionen wurden 
mit einer Zwischenzeit von etwa einer Woche unternommen. 

Nachdem ich durch vorlaufige Prifungen gefunden hatte, 
daB die fiaillbare Substanz sogar in 2°/oiger Essigsiiure nur 
diuBerst wenig loslich war, verfuhr ich behufs Reingewinnung 
dieser Substanz so, dab ich die mit etwa 3 Volumen Wasser 
verdiinnte und filtrierte Ascitesfliissigkeit mit Essigsaéure bis 
zu 1°/o fiallte. Um ein Mitausfallen der Globuline zu_ ver- 
hindern, schien es mir nicht riatlich, eine schwiichere Saure 
zu benutzen. Den Niederschlag loste ich dann in Wasser, 
unter Zusatz von moglichst wenig Alkali, filtrierte, fallte von 
neuem mit Essigsiiure und wiederholte dies, bis die Substanz 
dreimal gefallt worden war. Die so gereinigte Substanz konnte 
leicht in Wasser mit Hilfe von moglichst wenig Alkali gelost 
werden und diese neutral reagierende Losung war schleimig 
fadenziehend. Die Substanz war also durch das wiederholte 
Ausfallen und Wiederauflisen nicht merkbar veriindert worden. 

Die neutrale LOsung gerann beim Sieden nicht; von Mi- 
neralsiuren und Essigsaure wurde sie gefallt, und der Nieder- 
schlag léste sich nicht in tiberschiissiger Essigsaure, wohl aber 
in sehr verdiinnter Salzsiiure (O,1—0,5°/o). Von den Alkaloid- 
reagentien, wie Natriummolybdat oder Kaliumquecksilberjodid, 
wurde die neutrale LOsung nicht gefallt. Die Losung reduzierte 
nicht direkt eine alkalische Kupferldsung, wohl aber nach 
vorgiaingigem, halbstiindigem Sieden mit Salzsiure von 2°/o. Die 
Orcinprobe konnte nicht erhalten werden. Bei der Pepsin- 
verdauung entstand immer, namentlich gut bei einem Gehalte 


von 0,15°%/o HCl, ein sehr lockerer, feiner Niederschlag, der 
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indessen nicht das Aussehen einer Nuclein- oder Pseudonuclein- 
fiillung hatte. Dieser Niederschlag, der nur sehr schwer sich 
absetzte, war in Alkohol und Ather léslich, er war phosphor- 
haltig und bestand also wahrscheinlich aus Lecithin und Fett. 
Die Menge dieses Niederschlages wurde einmal bestimmt, und 
sie war &.7°/o von dem Gewichte der in Arbeit genommenen 
Substanz. Diese, bei der Verdauung sich abscheidende, phos- 
phorhaltige Substanz konnte auch ohne Anderung der Eigen- 
schaften des dureh Essigsaure fallbaren Eiweibstoffes entfernt 
werden. Zu dem Ende wurde ein Teil der Ascitesfliissigkeit 
mit 3—4 Volumen Alkohol gefallt, der Niederschlag rasch 
entfernt und in Wasser mit Hilfe von modglichst wenig Alkali 
gelost. Diese Losung wurde von neuem mit Alkohol gefallt 
und dieselbe Prozedur noch zum drittenmal wiederholt. Die 
so gewonnene, schleimige LOsung gab bei der Pepsinverdauung 
nur eine nicht nennenswerte Triibung, und Phosphor konnte 
nunmehr nicht nachgewiesen werden. Da die durch Essig- 
siiure fiillbare Substanz also weder Nuclein noch Pseudonuclein 
gab, und da sie nach der Reinigung mit Alkohol und Ather 
phosphorfret war, konnte sie folglich weder ein Nucleoproteid 
noch ein Nucleoalbumin sein. Dab es ebenso wenig hier um 
ein Nucleohiston sich handelte, ging daraus hervor, da durch 
Kinwirkung von 0,8°/o HCl, selbst wenn die Eimwirkung ein 
paar Tage dauerte, keine Spur von Histon nachgewiesen 
werden konnte. 

Zur Ermittelung der elementaren Zusammensetzung wurde 
die mit Essigsiiure dreimal gefiillte, mit Alkohol und Ather voll- 
stiindig erschépfte, bei 110° C. getrocknete Substanz verwendet. 
Sie stellte trocken ein weifes oder vielleicht richtiger ein 
schwach gelblich weibes Pulver dar, welches in Wasser fast 
unlosliech, in Alkalien und starken Mineralsiiuren dagegen l0s- 
lich war. Sie war frei von Phosphor, enthielt aber blei- 
schwiirzenden Schwefel und gab die gewohnlichen Eiweibreak- 
tionen. Es wurden zwei verschiedene Praparate analysiert, von 
denen das eine aus der ersten, das andere aus der zweiten 
Punktionsfliissigkeit gewonnen war. Die Kohlen- und Wasser- 
stoffbestimmungen geschahen im Platinschiffe im Sauerstoffstrome 
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mit vorgelegter Kupferspirale. Die Schwefelbestimmungen ge- 
schahen durch Schmelzen mit Kalihydrat und Salpeter nach 
Hammarsten. Der Stickstoffgehalt wurde nach Kjeldahl- 
Willfahrt bestimmt. Die Zahlen sind auf aschetreie Sub- 
stanz berechnet. 


Priparat I, Aschegehalt 0,57". 


a) 0,346 g Substanz heferten 0,207 g H,O = 0,023 g Wasserstoff == 6,68°/o H 


und 0.6485 g CO, = 0,17686 g Kohlenstoff = 51,41°/o C. 

b) 0.1996 ¢ Substanz erforderten 18.99 ccm "10 Séure 0.026586 
Stickstoff = 13.32% N. 

c) 0,0886 ¢ Substanz erforderten 841 cem 10 Siiure = O,011774 g 
Stickstoff = 13,29°/o N. 

d) 0,64 ¢ Substanz lieferten 0,061 g BasO, 0.0083753 g Schwefel 


= 1.30% S. 


Priparat Il, Aschegehalt 0,4°/o. 


a) 0,378 g Substanz leferten 0.2255 ¢ H,O = 0,025 ¢ Wasserstoff = 6,65 °/o H 
und 0,710 g CO, = 019364 ¢ Kohlenstoff = 51,43°%o C. 

b) 01328 g Substanz erforderten 12,56 ccm "4/10 Saéure OOLTD84 g 
Stickstoff = 13,24°%o N. 

c) 0,203 ¢ Substanz erforderten 19,16 cem "10 Siure = 0.026824 g 
Stickstoff — 13,22°/o N. 

d) 0,940 g¢ Substanz lieferten 0,086 g BaSO, = O,OLL8O7 g Schwefel 


1.25°%o S. 
Die Analysen ergaben also fiir die zwei Praparate fol- 
gende Zusammensetzung: 
C H N S 
Priparat | 51,41°/0 6,68 °/o 13,31 °/o 130 °/o 
» Il 51,43 °/o 6,63 °/0 13,23 °/o 1.25 °/o *) 
Die untersuchte Substanz ist also offenbar eine Mucin- 
substanz. Sie hatte in Losung die physikalische Beschaffenheit 
des typischen Mucins, wie dieses war sie auch durch Essigsiiure 
fillbar und in einem Uberschu8 der Siiure nicht léslich. Beim 


1) Bei der Sektion des Patienten wurde aus der Bauchhdhle eine 
braune Fliissigkeit erhalten, die indessen nicht langer fadenziehend war 
und schon deutliche Zeichen beginnender Fiulnis zeigte. Sie enthiell 
jedoch noch die mit Essigsiure fallbare Substanz, die ausgefallt, gereinigt 
und zur Stickstoffbestimmung verwendet wurde. Der Gehalt an Stick- 
stoff war 13,21°/o, was also zeigt, dafi§ die Substanz verhaltnismabig 


resistent ist. 
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Sieden mit einer Siure lieferte sie eine reduzierende Substanz 
und sie hatte auch einen verhiltnismabig miedrigen Stickstoff- 
gehalt. Die Menge der reduzierenden Substanz war jedoch dem 
Augenmabe nach unzweifelhaft kleiner als in den typischen 
Mucinen und der Kohlenstoffgehalt ist auch ziemlich hoch. Man 
kOnnte deshalb vielleicht geneigt sein, diese Proteinsubstanz 
gewissermaben als ein Zwischenglied zwischen den echten 
Mucinen und dem Eiweif in eigentlichem Sinne zu betrachten ; 
es liegt jedoch bis jetzt kein Grund vor, dieselbe nicht zu den 
typischen Mucinen zu rechnen. Dal diese Substanz dieselbe wie 
die von Umber schon beschriebene ist, wenn ich sie auch, nach 
der mehr konstanten Zusammensetzung und den niedrigeren 
Stickstoffgehalte zu urteilen, in etwas reinerem Zustande erhalten 
habe, ist wohl nicht zu bezweifeln, und aus dem Grunde, wie 
auch wegen der unzweifelhaften Mucinnatur des Stoffes, habe 
ich den von Umber gewihlten Namen Serosamucin akzeptiert. 

Das Vorkommen von Mucin in Ascitesfliissigkeiten ist also 
durch Umbers und meine Untersuchungen aufer Zweifel gestellt, 
und die Vermutung von Young, da die friiher gefundenen 
Mucoide nur kohlehydrathaltige Spaltungsprodukte von Eiweif 
(Albumin oder Globulin) seien, ist also nicht richtig. Das durch 
Paijkull erwiesene hiiufige Vorkommen soleher Mucoide in 
Ascitestliissigkeiten spricht wohl eher dafiir, dab diese von 
Hammarsten zuerst beschriebenen Mucoide in naher Beziehung 
zu dem Serosamucin stehen und als Umwandlungsprodukte 
desselben anzusehen sind. Hlierfiir spricht besonders die gute 
Ubereinstimmung in der elementaren Zusammensetzung zwischen 
dem Serosamucin und den Mucoiden, wie aus der am Ende 
dieses Aufsatzes sich vorfindenden, tabellarischen Zusammen- 
stellung ersichtlich Ist. 

Der oben erwiihnte Befund Salkowskis von einer mit 
dem Serosamucin iibereinstimmenden Substanz in der Hiit- 
celenkfliissigkeit bei chronischer Coxitis wie auch die von Umber 
hervorgehobene genetische Verwandtschaft zwischen Perito- 
nealendothel und Synovialschleimhaut veranlabten mich, auch 
die frische Synovia beziiglich des Vorkommens einer solchen 


Substanz zu untersuchen. 
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In der Synovia von Rindern hat Frerichs!) bekanntlich 
eine geléste Schleimsubstanz nachgewiesen, deren Menge kaum 
0.5°/o betrug. Da indessen zu jener Zeit das Vorhandensein 
einer Kohlehydratgruppe in den Mucinen noch nicht bekannt war 
und jede durch Essigsiiure fiillbare, schleimige LOsungen gebende 
Substanz als Mucin betrachtet wurde, war das Vorkommen von 
echtem Mucin in der Gelenkfliissigkeit hierdurch nicht bewiesen. 

Vor bald 20 Jahren veroffentlichte darauf Hammarsten?) 
seine Untersuchungen von zwei Fiillen von pathologischen Er- 
giissen in dem Kniegelenke. Er beobachtete ebenfalls eine 
mucinihnliche Substanz, die in vielen Hinsichten wie das Serosa- 
mucin sich verhielt, in folgenden Punkten aber von thm abwich. 
Die mit Essigsiiure gefallte Substanz lieferte nach dem Auflésen 
in Wasser mit moglichst wenig Alkali keine schleimige Losung 
und sie gab nunmehr mit Essigsiure keine grobflockige oder 
faserige, sondern nur eine feinflockige Fiallung. Sie verhielt 
sich also eher als ein Nucleoproteid als wie ein Mucin. Nach 
dem Sieden mit einer Siure konnte keine reduzierende Substanz 
nachgewiesen werden, was jedoch infolge der geringen Menge 
des Materiales wenig beweisend war. Die Substanz war phosphor- 
haltig und gehorte also allem Anscheine nach zu der Nucleo- 
albumin- (resp. Nucleoproteid-)gruppe. Sie wurde von Ham- 
marsten als «mucinaéhnliche Substanz» bezeichnet. 

Die von Salkowski?) in einem Falle von chronischer 
Coxitis isolierte, durch Essigsiiure fillbare Substanz war frei 
von Phosphor, und Salkowski konnte eine reduzierende Substanz 
nicht sicher nachweisen. Die fragliche Substanz konnte also 
kein Nucleoalbumin sein, sie konnte aber nach Salkowskti 
auch nicht als Mucin angesehen werden, und aus dem Grunde 
schlug er fiir dieselbe den Namen Synovin vor. Den Grund 
des abweichenden Verhaitens der von Hammarsten isolierten 
Substanz sieht er darin, dafi das Synovin wahrscheinlich oft 
mit Nucleoalbumin aus !ymphoiden Zellen u. dgl. gemengt vor- 
kommen kann. 





‘) Frerichs, Wagners Handworterbuch, Bd. 3. 
2 


Hammarsten, Malys Jahresber., Bd. 12. 
*) Salkowski, Virchows Arch., Bd. 131. 
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Da die nun erwahnten Untersuchungen mit Ausnahme 
derjenigen von Frerichs nur auf pathologisches Material sich 
beziehen, schien es mir von Interesse zu sein, ganz frische 
Synovia zu untersuchen. Das hierzu erforderliche Material er- 
hielt ich von Rindern durch Einfiihren einer Pipette in die 
verschiedenen Gelenkhohlen des eben geschlachteten Tieres und 
Aussaugen der Fliissigkeit. In dieser Weise konnte ich bisweilen 
15 —20 ccm Fliissigkeit aus einem und demselben Gelenke ge- 
winnen, wihrend ich in anderen Fillen fast nichts erhielt. 
Dieses wechselnde Verhalten ist bekanntlich schon von Frerichs 
beobachtet worden, indem er niimlich bei jungen oder im Stalle 
gefiitterten Tieren viel, bet weidenden Tieren dagegen nur 
wenig Gelenkfliissigkeit fand. 

Die von mir verarbeitete Synovia, die immer frei von 
Blut war. hatte meistens eine blaBbeelbe Farbe, war aber bis- 
weilen ebenso farblos wie Wasser. Sie war immer mehr oder 
weniger schleimig fadenziehend und reagierte schwach alkalisch 
auf Lackmus. Bei Zusatz von Essigsiiure trat immer eine grob- 
faserige Fiillung auf, die um den Glasstab zu einem festen 
Klumpen sich herumwinden lief und deren Menge gegen 0,5°/o 
betrug. In iiberschiissiger Essigsiiure war sie unloslich. Die so 
gefiillle Substanz verhielt sich in allen Beziehungen wie das 
von mir aus der Ascitesfliissigkeit isolierte Serosamucin und 
ich kann deshalb beziiglich der Eigenschaften des Synovia- 
mucins auf das oben Gesagte hinweisen. Die Substanz war 
phosphorfrei, sie gab bei der Pepsinverdauung kein Nuclein 
oder Pseudonuclein und beim Sieden mit einer Saure lieferte 
sie noch etwas leichter und schoner als das Serosamucin eine 
reduzierende Substanz. Fir die Elementaranalyse wurde die 
Substanz, ganz wie das Serosamucin, durch dreimalige Essig- 
siiurefiillung und Alkoholitherbehandlung gereinigt. Die Elemen- 
taranalyse der bei 110° C. getrockneten Substanz als aschefrei 
(Aschegehalt 0,58°/o) berechnet ergab folgendes: 


a) 0.341 g Substanz lieferten 0,1995 g H,O = 0,02216 g Wasserstoff 
6.5390 H und 0,6345 g CO, = 017304 g Kohlenstoff 
D1,05°o C. 
b) 0,16 ¢ Substanz erforderten 14,8 cem 10 Séure = 0,02072 g Stick- 


stoff == 12,95°%o N. 
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ce) 0.157 g¢ Substanz erforderten 14,59 ccm 10 Siure 0.020426 g Stick- 
stoff 13.019 N, 
d) 0,1212 g Substanz erforderten 11,31 cem /1o Siiture = 0.01583 ¢ Stick- 


stoff = 13.06°o N. 

Als Mittel der drei Stickstoffbestimmungen also 13.01°/o N, 

e) 0,370 g Substanz lieferten 0,036 g BasSO, = 0.004928 g Schwetel 

= 1,34 S. 

Die analysierte Substanz enthielt also 51,05°/o C: 6,53" 0 H; 
13,019/o N: 1,34°%/0 S. Sie erwies sich also ebenfalls wie ein 
Mucin und da sie in allen Hinsichten wie das Mucin der As- 
citesfliissigkeit sich verhielt, scheinen die beiden Substanzen 
identisch oder einander jedenfalls sehr nahe verwandt zu sein. 
Aus dem Grunde zogere ich nicht, auch das Mucin der Synovia 
als Serosamucin zu bezeichnen. 

Ich habe auch einigemale Synovia von Mensch und Pferd 
untersucht und darin ein Mucin von ganz denselben EKigen- 
schaften gefunden. Die kleinen Mengen erlaubten jedoch bis 
jetzt keine mehr eingehende Untersuchung. Pathologische Sy- 
novia habe ich nicht zur Untersuchung erhalten kénnen: wahr- 
scheinlich handelt es sich aber bei solcher um Gemengen in 
wechselnden Verhaltnissen von Serosamucin und Nucleoproteid, 
bezw. Nucleoalbumin. 

Der Ubersicht halber lasse ich hier eine tabellarische 
Zusammenstellung der bisher ausgefiihrten E 





ementaranalysen 
von Mucinsubstanzen aus Ascitesfliissigkeit und Synovia folgen : 


In Prozent 
G H N S 


Mucoid aus Ascitesfliissigkeit 51,40 6.80 13,01 Hammarsten 
Serosamucin| » > 51,41 6,68 13,31 1,30) 
> I] > 51.43 6.65 13.23 ey falas Holst 
-? ; 91,35 6,72 14,91 1,32). 
II » > 50.23 6.87 14.37 1.32 f Umber 
F > Synovia 51.05 653 13.01 134 von Holst 


Zuletzt sei es mir gestattet, Herrn Professor Hammarsten 
meinen tiefgefiihlten Dank, sowohl fiir die Anregung zu dieser 
Arbeit wie fiir die freundliche Untersttitzung im Verlaufe der- 
selben auszusprechen. 








Uber Blutserumdiastasen und Antidiastasen. 


Von 
M. Ascoli und A. Bonfanti. 


(Aus dem Institute fiir spezielle Pathologie der Universitat Pavia: Prof. L. De voto.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2, September 1904.) 


I. Uber die Vielheit der Blutserumdiastasen. 


Seit Magendie und Claude-Bernard ist es bekannt, 
dal} das Blutserum Starke in Zucker umzuwandeln imstande 
ist, von den Arbeiten der spiiteren Autoren haben dann beson- 
ders die Untersuchungen von ROhmann und Bial?) dazu bei- 
getragen, in einwandsfreier Weise den Beweis zu liefern, dab 
Blut- und Lymphserum ein saccharifizierendes Ferment ent- 
halten. Weiterhin wies Bial nach, daf das diastatische Fer- 
ment des Blutserums sich von demjenigen des Speichels und 
Pankreas unterscheidet; eine eingehende Analyse dieser Vor- 
giinge fiihrte bial und C. Hamburger?) in plausibler Weise 
zur Annahme, dali das Blutserum zwei verschiedene Fermente 
enthilt, eine Diastase, welche Stiirke in Dextrin und Maltose 
iiberfiihrt, und eine Glukase, welche diese beiden Produkte in 
Traubenzucker spaltet. Beide Fermente sind nach Hamburger 
auch in Speichel und Pankreas enthalten, aber in anderen 
Mengenverhiiltnissen als im Blutserum, auf welchen Umstand 
die Verschiedenheiten der diastatischen Wirkung besagter Organe 
zuriickzufiihren sind. 

Wir bezwecken, in folgendem auf biologischem Wege den 
Beweis zu erbringen, daB das Blutserum, in vollster Uberein- 
stimmung mit der von Ehrlich vertretenen plurimistischen Aul- 
fassung der Antikérper desselben, eine Vielheit untereinander 
verschiedener diastatischer Fermente enthialt. 

' M. Bial, Archiv fiir Physiologie, Bd. 52, 53, 54. 

7) C, Hamburger, Archiv fiir Physiologie, Bd. 60. 
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Technik und Versuche. 


Zu den Versuchen wurden Mercksche Priparate von 
Kartoffel- und Reisstarke in 1°/oiger frisch bereiteter Suspension 
mit frischem Blutserum und 1°/o Toluol versetzt,  tiichtig 
durchgeschiittelt und darauf 24 Stunden im Brutofen bei 37° 
gehalten, wobei dieselben wiederholt durchgeschiittelt: wurden. 
Nach Herausnahme aus dem Brutschranke wurden die Kélbehen 
auf Sterilitat durch Impfungen von aus der Mitte in sterile 
Pipetten aufgesaugten Tropfen auf Agar und Bouillon kontrolliert 
— wobei die Kulturen regelmibig steril blieben -—, mit 1°/o 
Kochsalz versetzt, im Soxhletschen Apparate gekocht, nach 
Zusatz einiger Tropfen verdiinnter Essigsiiure wieder gekocht 
und darauf moglichst rasch filtriert. Der Reduktionswert wurde 
mit Violettescher Kupfersulfatferrocyankaliumlosung bestimmt, 
von welcher 20 ccm zur Titration verwendet wurden. Die 
Fehlergrenzen der Methode betragen nach Kontrollversuchen 
bis 0,01—0,015°/o; der geringste noch mit Sicherheit zu be- 
stimmende Zuckergehalt war mit unseren LOsungen 0,05°/o. 
Kinfaehes 2stiindiges Kochen von Stirkekleister mit verdiinnter 
Kssigsiiure bedingt, wie bekannt und wie wir uns vergewisserten, 
keine Saccharifikation desselben. Endlich méchten wir noch 
hervorheben, dafi wir auf eine Reihe von Menschen-, Rinder- 
und Kaninchensera gestoben sind, die unter den angegebenen 
Bedingungen nicht oder nur Spuren von Zucker bildeten. 

Wir lassen zuniichst die Versuche folgen, in denen wir 
dasselbe Blutserum einerseits auf Kartoffelstirke, andererseits 
auf Reisstarke, drittens auf Reisstirke und Kartoffelstirke ein- 
wirken liefen. 

Aus den in Tabeile la und Ib niedergelegten Beobachtungen 
folgt, daB die saeccharifizierende Wirkung des Blut- 
serums auf verschiedene Starkearten eine verschieden 
starke ist; bei Einwirkung auf Suspensionen, die 
mehrere Stirkearten enthalten, ist dieSaccharifikation 
fur gewOhnlich gréBer als bei Einwirkung auf ungefahr 
gleich konzentrierte Suspensionen, die nur eine Starke- 
art enthalten. 
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Tabelle fa. 











Prozentsatz des gebildeten Zuckers 
bei Einwirkung auf 
1 cem Blutserum von 5Owem 2 oige 50 cem 2° vige| 50 ccm 19/,ige 
Kartoffel- | Reis- | Reis- und 1°%,ige 
stiirke- stirke- | Kartoffelstarke- 
suspension | Suspension | — suspension 
Nr. 16: Diabetes mellitus. . (),228 0).269 a 
Hemiplegiker ; Rekonvaleszent 0,161 0,231 — 
Nr. 15: Diabetes mellitus. . 0127 | 0422 | — 
18: Kroupése Pneumonie | 0,092 0,120 
9: Pellagrarekonvalesz. | undosierbar | undosierbar | 0,093 
I: > _ 0,078 0,201 
10: 0.095 | 0076 | 0,10 
3: > 0.117 | undosierbar | 0,082 
Rind... 2. ee] 0102 | 0065 0,188 


Tabelle Ib. 








Prozentsatz des gebildeten Zuckers 
bei Eimwirkung auf 


100 ccm 0,5°/gige 
Reis- und 


oO pan > oe . : : 
2 ccm Blutserum von 100 cem 1%ige | 100 ccm 1°),ige 


| 





Kartoffelstarke- | Reisstarke- | 0,5 "/ige 
f ; Kartoffelstarke- 
suspension suspension suspension 
| 
Pellagrarekonvaleszenten, Nr.& 0,092 | 0.078 — 
a ere es ee 0,066 | 0,058 0,138 








Es liige am niichsten, diese Befunde mit der verschie- 
denen Loéslichkeit der Staérkearten in Zusammenhang zu bringen. 
Bei niiherer Betrachtung der Protokolle ergibt sich aber, dah 
einmal bei Einwirkung von Blutserum auf Kartoffelstarke, das 
andere Mal wieder auf Reisstiérke die Zuckerbildung grofer 
ist. Mithin wird die erwiihnte Erklarung hinfallig und die 
beobachteten Tatsachen zwingen uns zur Annahme, dal das 
Blutserum eine Vielheit von diastatischen Fermen- 
ten enthalt, die spezifisch oder partiell spezifisch 
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auf verschiedene Starkearten einwirken. Es erschien 
uns lohnend, obige Befunde durch Variation der Versuchsan- 


ordnung zu erweitern, und haben wir zu diesem Zwecke unter- 
sucht, wie sich die Tatsachen bei Anwendung einer Methode, 
die wir, anlehnend an die elektive Absorption, als elektive 
Fermenterschépfung bezeichnen moéchten, verhalten. Wir 
gingen hierbei so vor, dab wir nach der angegebenen Technik 
dus Blutserum zuniichst auf eine Stiirkeart in 0,5°/oiger Sus- 
pension einwirken lieben, darauf am folgenden Tage die Fliissig- 
keit in 3 gleiche Teile teilten: im 1. wurde der gebildete 
Zucker bestimmt; der 2. Teil weiter mit 0,5°/o derselben 
vorher angewendeten Stirkeart, der 3. mit 0,5°/o der anderen 
Stirkeart versetzt. 


Tabelle II. 





Prozentsatz des gebildeten Zuckers 

nach nach 
Gt. —— wil 48 Stunden | 48 Stunden 
otammosung nacn bei nachtrag- | bei nachtrag- 


a | lichem Zusatze | lichem Zusatze 
24 Stunden | nach 24 Stunden | nach 24 Stund :n 





|; von 1% iger {| von 1° iger 

Kartoffelstarke teisstirke 
150 cem 1°/oige Reisstirke 
+- 3 cem menschl. Blut- 
serums Nr. 16 + 1.5 ccm 


Tomer «2 es es i >. % 0.137 | 0.285 0.154 


150 ccm 1°/oige Kartoffelstarke 
3 cem menschl. Blut- 

serums Nr. 16 ++ 1,5 cem | 
we ow ee ee ee 0,097 0.123 | 0) 264 
150 cem 1°/vige Kartoffelstarke 
- 1 ccm Rinderserum + 


15 cem Toluol 0.078 | 0.103 0.126 





Vorausgehender Tabelle II ist zu entnehmen, dal bei 
nachtraglichem Zusatze einer verschiedenen Stirkeart 
die Saccharifikation nach weiteren 24 Stunden be- 
deutend gréBer ist als bei Zusatz derselben Stirke. 
Zwar schreitet die Zuckerbildung auch bei letzterem langsam 
weiter, da die Fermentwirkung nach 24 Stunden noch nicht 
den Gleichgewichtszustand erreicht hat; die greifbaren Unter- 
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schiede im Endresultate stehen jedoch mit der Vielheit der 
diastatischen Fermente im bestem Einklange. 

Die vorliegenden Befunde liefern auch zur vielumstrittenen 
Frage der Einheitlichkeit der Diastasewirkung im allgemeinen 
einen Beitrag. Letzterer gegeniiber gewinnt die Anschauung, 
dali die Saccharifizierung auf der sukzessiven Einwirkung ver- 
schiedener Fermente (Dextrinase, Maltase, Glukase) beruht, 
immer mehr Anhiinger. Unsere Untersuchungen zeigen, dab die 
Verhiiltnisse noch komplizierter liegen, insofern als schon im 
Blutserum eine Vielheit nicht nur sukzessive, sondern 
auch gleichzeitig spezifisch auf verschiedene Starke- 
arten einwirkender diastatischer Fermente vorhanden 
ist. Ahnliche Verhiiltnisse sind zuerst von Ehrlich und Morgen- 
roth bei den Hiimolysinen,!) dann von uns?) und hierauf von 
v.Dungern®) bei den Prazipitinen nachgewiesen worden ; unsere 
Angaben sind in jiingster Zeit von Michaelis*) und Bertarelli4) 
nachgepriift und vollinhaltlich bestétigt worden. 


II. Uber Antiamylase. 

Wir kennen zur Zeit eine Reihe normal vorhandener oder 
Immunisatorisch erzeugter Antifermente (Antilab, Antitrypsin, 
Antipepsin, Antiurease etc.): hingegen ist bis jetzt die Erzeugung 
von Antiamylase noch nicht gelungen. 

Da das Blutserum normalerweise amylolytisch wirkt, gingen 
wir zuniiechst daran, zu untersuchen, ob in demselben vielleicht 
gleichzeitig antagonistisch wirkende Substanzen vorhanden, durch 
das Uberwiegen der diastatischen Fermente aber verdeckt seien: 
wissen wir doch aus den schonen Untersuchungen Delezennes,®) 
dah das stark antitryptisch wirkende Blutserum gleichzeitig ein 
tryptisches Ferment enthalt, welches durch Behandlung des 
Serums mit Chloroform enthillt werden kann. In éhnlichem 
Sinne ausgefiihrte Versuche ergaben beziiglich Antiamylase ein 


') Berliner klinische Wochenschrift 1899—1902. 
*) Miinchener med. Wochenschrift 1902. 
*) Die AntikOrper, Fischer-Jena. 
*) Deutsche med. Wochenschrift 1904. 
) Rivista d’lyiene e Sanita pubblica 1904. 
6) Delezenne, Comptes rendus de la Société de Biologie 1903. 
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negatives Resultat: ebenfalls negativ fielen die Versuche mit 
Zusatz auf verschiedene Temperaturen erhitzter Sera aus; die- 
selben besitzen, wie schon bekannt,!) nur beschleunigende 
Wirkung auf die Blut- und Pankreasdiastasen.?) 

Wir versuchten nun, die Bildung von Antidiastasen auf 
immunisatorischem Wege hervorzurufen: in Anbetracht der 
erwiihnten Vielheit der diastatischen Fermente schien uns der 
Versuch bei geeigneter Anordnung nicht aussichtslos zu sein. 

Als Versuchstiere dienten Kaninchen, denen 10—15 ecm 
5/oige, 24 Stunden im Brutschrank mit Chloroform digerierte, 
darauf durch Chamberlandsche Filter geschickte Pankreatin- 
ldsungen (ein Mercksches Priiparat) wiederholt intraperitoneal 
eingespritzl wurden. Es war angezeigt, die amylolytische Wirkung 
der zu priifenden Sera durch Erhitzen (80 Minuten auf 65°, wobei 
dieselben zur Verhinderung von Gerinnung mit demselben Volumen 
Aq. dest. verdiinnt wurden) auszuschalten, um das Hervor- 
treten von Antidiastase zu ermédglichen: inaktivierte Normal- 
sera besitzen, wie erwiihnt, beschleunigende Wirkung auf die 
Pankreasdiastasen. Die Immunsera wurden auf antidiastatische 
Wirkung gegeniiber auf dieselbe Weise frisch bereiteten 
Pankreatinldsungen, die in den Vergleichsversuchen natiirlich 
dieselben waren, und zum Teil auch gegeniiber Blutseris ver- 


schiedener Tierarten gepriift. 


Kaninchen Nr. 1 (K‘). 
Blutserum vor der Behandlung (19. IV. 1904): 
100 cem 1°/oige Reisstirke -+ 2 ccm K'-Serum -++- Toluol. 
Geb. Zucker: 0,107 °/o. 


YO cem 1°oige Reisstairke +--+ 10 cem 5°/oige Pankreatinlésung -}- Toluol. 
Geb. Zucker: O.100°/0. 

JO cem 1°/oige Reisstiirke +- 10 cem 5°/oige Pankreatinlésung +- 1 ecm 
K'-Serum inaktiviert -+- Toluol. Geb. Zucker: 0,528 °/o 


K* erhalt jeden 2. Tag 10 ccm Pankreatinlésung intraperitoneal. 


') Pozerski, Comptes rendus de la Société de Biologie 1903 

*) Nach unserer Erfahrung ist die Aktivierbarkeit der diastatischen 
Wirkung verschiedener Pankreatinpriparate durch ein und dasselbe 
inaktivierte Normalserum sehr verschieden; mitunter fehlt sie vollstandig. 
Das von uns verwendete Priparat war, wie den Protokollen zu_ent- 
nehmen ist, stark aktivierbar. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIII. 11 
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9) ccm 1° cige Reisstiirke -+- 


90 cem 1 °/oige 
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Serum gepriift nach dreimaliger Injektion (27. IV): 


100 ccm 1°%/oige Reisstirke +- 2 cem K*Serum + Toluol. 


Geb. Zucker: 0,061°/o. 


9) com 1° oige Reisstirke ++ 10 cem 5° vige Pankreatinlésung +- Toluol. 


: Geb. Zucker: 0,148 %/o. 


Q) cem 1°%oige Reisstirke + 10 cem 5°%/oige PankreatinlOsung -++- 1 eem 
> | = 1 


Geb. Zucker: 0,090 °/o. 


t\inderserum -+- Toluol. 
Geb. Zucker: 0,084°/o. 


K*-Serum inaktiviert + Toluol. 
ccm 1°/oige Reisstirke +-+- 2 ccm 


9) ccm 1° oige Reisstiirke +- 2 ccm Rinderserum + 1 ccm K'-Serum 


Geb. Zucker: 0,052 °/o. 
cem Menschenserum -}- Toluol. 
Geb. Zucker: 0,50°%/o. 


inaktiviert -- Toluol. 


to 


= i 


90 ccm 1° oige Reisstirke +2 cem Menschenserum +- I ccm K'-Serum 


i ‘ 


Geb. Zucker: 0,069°/0. 
\eisstiirke + 1 cem Kt-Serum (frisch) -+- Toluol. 
Geb. Zucker: 0,080°)0. 


inaktiviert. 


90 cem 1°Joige Reisstiirke -+- 1 cem K'-Serum (frisch) -- 1 ccm K!-Serum 


~ Toluol. Geb. Zucker: O,080°/o. 


Kaninchen Nr. 2 (K?). 


Blutserum vor der Behandlung (1. V. 1904): 


inaktiviert 


100 cem 1°%oige Kartoffelstirke +-- 1,5 cem K?-Serum -+ Toluol. 


t 
Geb. Zucker: 0,077 °/o. 
K* erhalt viermal jeden 2. Tag 10 ccm Pankreatinlésung subkutan. 
K?-Serum nach der Behandlung (11. V. 1904): 
)cem 1°%oige Kartoffelstirke -+- 1,5 ccm K?-Serum —+- Toluol. 
Geb. Zucker: 0,051 °/o. 
1904) : 
1 °Joige Kartoffelstirke -- 2 cem Schweineserum -+ Toluol. 
Geb. Zucker: 0,092 °/o. 
90 com 1°oige Kartoffelstirke +- 2 ccm Schweineserum + 1 ccm 
K*-Serum inaktiviert -+ Toluol. Geb. Zucker: 0,097 °/o. 
90 ccm L°joige Kartoffelstirke -+- 2 cem Rinderserum -+ Toluol. 
Geb. Zucker: 0,074°/o. 
90 com 1 °joige Kartoffelstirke 4-2 ccm Rinderserum -+ 1 ccm K?-Serum 
inaktiviert -+- Toluol. Geb. Zucker: 0,077°/o. 
80 ccm 1L°/oige Kartoffelstirke -+- 10 cem 5°/oige Pankreatinlosung 
Geb. Zucker: 0,205 °/o. 
80 com L°/oige Kartoffelstirke -+- 10 cem 5d°/oige Pankreatinlésung 
1 com K?-Serum inaktiviert + Toluol. Geb. Zucker: 0,205°/o. 
Kaninchen Nr. 3 (K%). 
Blutserum vor der Behandlung (4. VI. 1904): 


! 


ccm 1°oige Reisstarke +- 2 ceom Serum K* 


K?-Serum nach 5 weiteren Eimspritzungen (21. V. 


9) cem 


Toluol. 


-+- Toluol. 
Geb. Zucker: 0,092 °/o. 
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Nach 3 Einspritzungen (5., 6., 7. VL): 


90 ccm 1°%/oige Reisstirke -+- 2 ccm Serum -- Toluol. 
Geb. Zucker: 0,088 °/o. 
80 ccm 1°/cige Reisstirke + 10 cem 5° cige Pankreatinlésung + Toluol 
Geb. Zucker: O,168°o. 
80 ccm 1°joige Reisstirke -+- 10 cem 5°%/oige Pankreatinlésung ~- 1 eem 
inaktiviertes K-Serum -++ Toluol. Gieb. Zucker: 0,132°/o. 
Nach 6 weiteren Einspritzungen (24. VI. 04 
80 ccm 1 °/oige Reisstarke -+ 10 ccm 5°%oige Pankreatinlosung -+- Toluol. 
Geb. Zucker: 0,142° 0 
80 ccm 1°/oige Reisstérke + 10 ccm 5°oige Pankreatinlésung + 1 cem 


inaktiviertes K°-Serum —+- Toluol. Geb. Zucker: 0.246°%/0 


Kaninchen Nr. 4 (K?). 


, 


Blutserum vor der Behandlung (5. VI. 1904): 
9) ccm 1°%oige Reisstarke -+- 2 ccm K*-Serum -}- Toluol. 
Geb. Zucker: 0,092° 6 
Nach 3 Einspritzungen (9. VI. 1904): 
90 com 1°joige Reisstirke -- 2 ccm K*-Serum -; Toluol. 
Geb. Zucker: 0,077°/o. 
11. VI. 1904: 
80 ccm 1°%oige Reisstarke -- 10 ccm 5°oige Pankreatinlésung -+- Toluol. 
Geb. Zucker: 0,168°/o. 
80 ccm 1°%/oige Reisstirke -+- 10 cem 5°/oige Pankreatinlésung +- 1 ccm 
inaktiviertes K*-Serum + Toluol. Geb. Zucker: O,111°/0. 
Nach weiteren 6 Einspritzungeu (24. VI. 1904): 
80 ccm 1°Joige Reisstiirke 4- 10 ccm 5°oige Pankreatinlésung -- Toluol. 
Geb. Zucker: 0,142 °/o. 
80 ccm 1°/oige Reisstiirke -+ 10 ccm 5°%/oige Pankreatinlédsung —- 1 cem 
inaktiviertes K4-Serum + Toluol. Geb. Zucker: 0,281 °%/o. 


Kaninchen Nr. 5 (K®), 


Blutserum nach 4 Einspritzungen (14. VI. 1904): 
80 com 1°%oige Reisstirke + 10 ccm 5°/oige Pankreatinlésung ~~ Toluol. 
Geb. Zucker: 0,205°/o. 
80 ccm 1°%/oige Reisstiirke -+ 10 ccm 5°%/oige PankreatinlOsung + Lt cem 


inaktiviertes K®-Serum -+- Toluol. Geb. Zucker: 0.205" 


' 
Kaninchen Nr. 6 (K®) 


Blutserum nach 4 Einspritzungen: 


80 ccm 1°%Joige Reisstarke + 10 com 5°%/oige Pankreatinlésung -;- Toluol. 
Geb. Zucker: O.OR8 8,0. 

tO com i%jige Reisstirke + 10 cem 5°/oige Pankreatinlésung +- 1 cem 
inaktiviertes K®-Serum. Geb. Zucker: O,188° 6 
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K® und K® wurden noch je viermal injiziert; die Priifung ihres 
Serums ergab wieder das identische Resultat, d. h. keine Wirkung mit 
Biutserum K®, begiinstigende Wirkung bei K®. 

Aus den im 2. Abschnitte unseres Aufsatzes mitgeteilten 
Untersuchungen ergeben sich folgende SchluBfolgerungen : 

1. Es ist modglich, durch immunisatorische Behandlung 
von Kaninchen mit Pankreatin im inaktivierten Serum eine 
eegen die Pankreasdiastase wirksame Antidiastase nachzuweisen. 

2. Die Bildung von Antidiastase ist unter diesen Um- 
stinden nicht konstant: mitunter verschwindet nur die normalen 
inaktivierten Blutseris zukommende beschleunigende Wirkung 
auf das diastatische Ferment des Pankreas; in anderen Fallen 
verhalten sich trotz der Behandlung die Blutsera der Versuchs- 
tiere wie normale Kaninchensera. 

3. Bei liingerer Immunisierung der Versuchstiere kann die 
gebildete Antidiastase wieder verschwinden. 

%. Die Antidiastase entfaltet in verschiedenem Mahe ihre 
Wirkung auch auf die Blutdiastasen anderer Tierarten; eine 
hemmende Wirkung auf das diastatische Vermodgen des cigenen 
frischen Serums konnten wir bisher nicht konstatieren; es 
stehen diese Tatsachen mit der im 1. Abschnitte angenommenen 
Vielheit und Verschiedenheit der Blutserumdiastasen in bestem 
Kinklange und bestétigen dieselben. 

5. Bet einem Teile der behandelten Kaninchen nahm die 
amylolytische Wirkung des frischen Blutserums ab; diese Ab- 
nahme steht scheinbar mit der Bildung von Antiamylase nicht 
im Zusammenhang: ob dieselbe von der Immunisierung der 
Tiere direkt abhingt, mOchten wir unentschieden lassen. 
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Uber die Autolyse der Stierhoden. 
Von 
Dr. J. Mochizuki und Y. Kotake. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat zu Kyoto.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. September 1904.) 


Dafi die Stierhoden autolytische Umwandlungen erleiden 
konnen, scheint Conradi?) bereits erkannt zu haben. Jedoch 
sind wir liber die Spaltungsprodukte, welche bei der Autolyse 
der Stierhoden auftreten, bisher noch nicht unterrichtet. Die 
Kenntnis dieser Spaltungsprodukte erscheint uns sehr wiinschens- 
wert, nicht nur um sie mit den autolytischen Produkten ver- 
schiedener anderer Organe zu vergleichen, sondern auch weil 
man hoffen kann, dafi sie einige Schliisse in bezug auf die 
Natur der dabei wirkenden Enzyme zulassen wiirden. Wir haben 
deshalb einige Versuche nach dieser Richtung hin angestellt. 

1,5 kg Stierhoden wurden von der Kapsel befreit, zer- 
hackt, mit der doppelten Menge Wasser versetzt und unter 
Zusatz von Chloroform und Toluol in einer gut verschlossenen 
Flasche bei 37° C. stehen gelassen. Die triibe, iiber dem Nieder- 
schlag stehende Fliissigkeit wurde nach einigen Tagen klar und 
nahm eine bréunliche Farbe an, welche allmihlich in Gelb 
iiberging. Nach dreiwéchentlicher Digestion wurde die abkolierte 
saure Fliissigkeit aufgekocht und filtriert. Das Filtrat, welches 
ganz schwache Biuretreaktion gab, wurde nach der Vorschrift 
von Kutscher?) auf die einzelnen autolytischen Produkte 
untersucht. 


') Conradi, Hofmeisters Beitrage, Bd. I, S. 147 u. 207. 
*) Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 114. 
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I. Ammoniak. 


Das oben erwihnte Filtrat wurde auf 4/3 eingeengt und mit 
Barytwasser alkalisch gemacht; es entwickelte sich Ammoniak. 

Nachdem das Ammoniak unter den autolytischen Produkten 
aufgefunden war, erschien es von Interesse, zu untersuchen, 
welchen Einflu8 die Dauer der Autolyse auf die Menge des 
durch Magnesia austreibbaren Stickstoffs ausiibt. Von den zu 
diesem Zwecke ausgefiihrten Versuchen teilen wir hier den 
folgenden mit: 

300 g zerhackter Hodenmasse wurden mit dem doppelten 
Volumen Wasser durechgeriihrt, 24 Stunden unter Zusatz von 
Chloroform und Toluol bei Zimmertemperatur stehen gelassen 
und dann durch Leinwand koliert. Die abkolierte Fliissigkeit 
wurde in einem gut verschlossenen Glasgefiibe bei 37° C. 
digeriert. Zur Bestimmung des durch Magnesia austreibbaren 
Stickstoffs wurden alle 2 Tage 40 ccm von der Flissigkeit 
herausgenommen und nach der Methode verarbeitet, die der 
eine!) von uns friiher benutzt hatte. Die Versuchsergebnisse 
sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 





Zur Analyse Durch Magnesia 


Dauer der Digestion | verwendete Lésung | austreibbarer Stickstoff 


, in Kubikzentimetern in Grammen 





~ 
— 
— 


vor der Digestion — 4 0),0027 
2 Tage | 4 0,0049 
in | MO) 0,0052 
6 | A) | 0,0052 
8 | 40 | 0,0057 
10 > | 40 | 0,0059 
12 | 40 | 0,0064 
14 > | MO) 0.0061 


Aus der obigen Tabelle geht hervor, daB der durch Magnesia 
austreibbare Stickstoff allméhlich im Verlauf der Autolyse zu- 
nimmt. Da nun der «Magnesiastickstoff» zum gr6oBten Teile 


'! Mochizuki, Hofmeisters Beitraige, Bd. I, 5. 44. 
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neugebildetem Ammoniak entspricht, so unterliegt keinem Zweifel, 
daB die lingere Dauer der Autodigestion eine Vermehrung des 
Ammoniaks herbeifiihrt. 


II. Purinbasen. 


Der durch Barytwasser erzeugte Niederschlag wurde ab- 
filtriert, das Filtrat durch Kohlensiure von tiberschiissigem Baryt 
befreit und zum Sirup eingedampft. Nach 24stiindigem Stehen 
schied sich eine Kristallmasse aus, welche ihrer Form nach 
wahrscheinlich aus Leucin und Tyrosin bestand. 

Ohne die Kristalle abzufiltrieren, wurde der Sirup mit 
Wasser verdiinnt, mit Salpetersiure neutralisiert und mit Silber- 
nitrat ausgefillt. 

Die Silberfallung wurde mit Salzsiure zerlegt, die von 
Chlorsilber filtrierte Fliissigkeit zur Trockene eingedampft und 
der Riickstand mit heiBem Wasser aufgenommen. Die wiisserige 
Losung wurde mit Ammoniak alkalisch gemacht und 24 Stunden 
stehen gelassen: es fiel ein Niederschlag aus. Ob dieser Nieder- 
schlag mit Guanin identisch war, konnten wir wegen des Mangels 
an Material nicht feststellen. 

Die vom Ammoniakniederschlage abfiltrierte Fliissigkeit 
wurde nach der Vertreibung des Ammoniaks mit Wasser auf- 
genommen, nach Zusatz eines Tropfens wiasseriger Methyl- 
orangelésung bis zur schwachen Rotfarbung mit Salzsiiure und 
hiernach mit Natriumpikrat versetzt: es entstand kein Nieder- 
schlag von Adeninpikrat. 

Die mit Natriumpikrat versetzte Fliissigkeit wurde mit 
Salpetersiure und Benzol von Pikrinsiéure befreit und mit am- 
moniakalischer Silberldsung ausgefillt. Die Silberfallung wurde 
nach der bekannten Methode A. Kossels unter Zusatz von 
etwas Harnstoff in einer siedenden Salpetersiiure von 1,1 spez. 
Gewicht gelést und heif filtriert. Nach dem Erkalten schied 
schied sich Hypoxanthinsilbernitrat aus. 

0.2809 g Substanz gaben 0.1330 g AgC] 
Berechnet fiir C,H,N,O- AgNO, : Gefunden : 
Ag 35,29°/o 35,64°/o 
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Aus dem Filtrate vom Hypoxanthinsilbernitrat wurde das 
Xanthinsilber durch Ammoniak gefallt. | 
0.1624 g Substanz gaben 0,0904 g Ag 
Berechnet fiir C,H,N,O, - Ag,O: Gefunden: 
Ag 56,25°/o ° 55,67 °/o 
Wenn auch die Menge des Silbers zu gering gefunden 
wurde, so hielten wir doch die Substanz fiir Xanthinsilber, denn 
die aus ihr dargestellte freie Base gab sehr schOne Xanthinprobe 
und die Reaktion von Weidel. 


III. Thymin. 


Die von Silberverbindungen der Purinbasen  abfiltrierte 
Losung wurde mit Silbernitrat und Barytwasser ausgefillt. Der 
Niederschlag wurde in schwefelsiiurehaltigem Wasser zerteilt 
und durch Schwefelwasserstoff vom Silber befreit. Das silber- 
freie Filtrat wurde nach der Vertreibung des Schwefelwasser- 
stoffs mit Schwefelsiiure angesiiuert und mit Phosphorwolfram- 
siure gefallt. 

Die Phosphorwolframfallung wurde mit negativem Resultate 
auf Arginin und Histidin(?) untersucht. 

Aus dem Filtrate von der Phosphorwolframfillung wurde 
ein Korper erhalten, der in feinen Nadeln kristallisierte und 
alle Kigenschaften des Thymins zeigte. 

Q,1244 g Substanz gaben 27 ccm feuchtes Stickstoffgas bei 29° C. 
und 738,2 mm Druck. 

Berechnet fiir C.H,N,O, : Gefunden: 
N 22.2205 23.57 %o 

Der gefundene zu hohe Wert des Stickstoffs ist vielleicht 

der Beimischung von Uracil zuzuschreiben. 


IV. Lysin und Cholin. 


Das Filtrat von dem mit Silbernitrat und Barytwasser 
erzeugten Niederschlage wurde nach dem Verfahren von Kossel 
und Kutscher auf Lysin verarbeitet; es wurden erhalten: 
O9217 g Pikrat. Das erhaltene Pikrat gab bei der Analyse 
folgende Zahlen: 

0.2030 g Substanz gaben 34 cem feuchtes Stickstoffgas bei 25° C. 
und 758 mm Druck. 








Uber die Autolyse der Stierhoden. 


0,1740 g Substanz gaben 0,2432 g CO, und 0,0705 g H,0. 


Berechnet fiir C,H,,N,O, - C,H,N,O,: Gefunden: 
C 38,40%o 38,12°o 
H 4,53 °o 4,50 %/o 
N 18,66 °/o 18,62°Jo 


Die Zahlen stimmen vollig mit denen des Lysinpikrates 
iiberein. 

Die vom Lysinpikrat abfiltrierte alkoholische LOsung wurde 
nach dem Verdunsten des Alkohols mit Wasser aufgenommen 
und mit Salzsiure und Benzol von Pikrinsiure befreit. Die 
pikrinsaurefreie Fliissigkeit wurde bei mabiger Temperatur zum 
Sirup eingedampft, der Sirup mit absolutem Alkohol extrahiert 
und das Filtrat mit alkoholischer Platinchloridlésung ausgefallt. 
Die aus Wasser umbkristallisierte Substanz erwies sich dureh 
die Analyse als salzsaures Cholinplatinchlorid. 

0.1700 g Substanz gaben 7 ccm feuchtes Stickstoffgas bei 29° C. 
und 757,8 mm Druck. 


0.2810 g Substanz gaben 0,0883 g Pt. 


Berechnet fiir 2 C,H,,NOCI - PtCl,: Gefunden : 
N 4,55 °/o 4 48 °%/o 
Pt 31,66 jo 31,51 0 


Unter den autolytischen Produkten der Stierhoden 
wurden somit aufgefunden: Ammoniak, (Guanin(?), 
Hypoxanthin, Xanthin, Thymin, Lysin und Cholin. Ob 
Leucin und Tyrosin auch in den autolysierten Stierhoden vor- 
kommen, muf durch weitere Untersuchung entschieden werden. 





Beitrage zur Kenntnis der Zusammensetzung und des Stoff- 
wechsels der Keimpflanzen. 
Zweite Mitteilung. 
Von 
E. Schulze und N. Castoro. 


(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich. 


Der Redaktion zugegangen am 7. September 1904.) 


Wie aus den in der ersten Abhandlung!) von uns ge- 
machten Mitteilungen zu ersehen ist, haben bei der Erforschung 
des Stoffwechsels der Keimpflanzen Autodigestionsversuche 
nach dem Salkowskischen Verfahren gute Dienste geleistet. 
Infolgze davon haben wir noch einige Versuche solcher Art 
zur Austithrung gebracht und zugleich auch Versuche zur 
Darstellung wirksamer Enzympréparate aus den Keimpflanzen 
gemacht. Der Hauptgegenstand unserer Arbeit war aber die 
Argininbildung in den Keimpflanzen von Lupinus luteus. Welche 
Griinde uns veranlaBbt haben, dariiber eine Untersuchung an- 
zustellen, ist aus dem zweiten Abschnitt dieser Abhandlung 
zu ersehen. 


A. Autodigestionsversuche mit Keimpflanzen von Lupinus albus. 


Durch die von uns friiher ausgefiihrten Versuche ist be- 
wiesen worden, dafb bei der Autodigestion (Autolyse) 2—3- 
tigiger Keimpflanzen von Lupinus albus neben Leucin und 
Tyrosin auch Arginin sich bildet. Doch war die Zunahme 
der Argininmenge wihrend der Autolyse nicht grof. Die 
Schuld daran ist wohl zum Teil in der Abschwichung der 
Knzymwirkung durch die zugesetzten Antiseptika zu suchen. 
Von Einflu§B war auch vielleicht der Umstand, daf die als 


‘') Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 199—258. 
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Material fiir die Autolyse verwendeten getrockneten und zer- 
riebenen Keimpflanzen nach dem Zerreiben mit Ather be- 
handelt worden waren;!) denn auch Ather scheint die Wirk- 
samkeit der Enzyme abzuschwiichen. Wir hielten es daher 
fiir angezeigt, noch einige Versuche mit zweitigigen Keim- 
pflanzen zu machen, die ebenso wie die friiher verwendeten 
bei 35 —40° getrocknet, aber nicht mit Ather behandelt worden 
waren. Diese Pflinzchen enthielten nur sehr wenig Arginin, 
wie aus folgenden Zahlen zu ersehen ist.?) 

45,5 g der Pflanzentrockensubstanz lieferten 0,059 g¢ Argininkupfernitrat 

= 0,0349 oder 0,077°/o Arginin. 

Von diesem Material brachten wir je 40 g = 37,13 g 
Trockensubstanz mit 200 cem Chloroformwasser und ein wenig 
zerriebenen Thymols in geeignete, zuvor sterilisierte Glaskolben, 
die mit Wattepropfen versehen waren. In einem Versuche 
setzten wir 0,5 g Citronensiiure, in einem zweiten soviel Blau- 
siure zu, dafi eine 0,2°/oige L6sung entstand. Die beiden Ver- 
suche gaben folgende Resultate: 

Versuch |: Angewendet 37,13 ¢ Pflanzentrockensubstanz; Dauer 
der Autolyse (unter Zusatz von Citronensdure) 13 Tage; erhalten 
wurden: 0,219 g Argininkupfernitrat = 0,1294 g oder 0,350°/o Arginin. 

Versuch Il: Angewendet 37,13 g Trockensubstanz; Dauer der 
Autolyse (unter Zusatz von Blausiiure) 10 Tage; erhalten wurden: 0,279 g 
Argininkupfernitrat = 0,164 g oder 0,444°/o Arginin. 

Wahrend der Autolyse ist demnach die Argininmenge im 
Mittel auf 0,39°/o, d. h. auf ungefihr das Fiinffache der im 
Ausgangsmaterial enthaltenen Quantiltiit, gestiegen. Dies steht 
in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis der in unserer ersten 





') Dies geschah, um die Versuchsbedingungen denjenigen, unter 
welchen W. Butkewitsch (diese Zeitschrift, Bd. XXXII, 5. 1) seine 
Versuche ausfiihrte, méglichst gleich zu machen. 

2) Die Darstellung des Arginins geschah nach dem in unserer ersten 
Abhandlung beschriebenen Verfahren. Das dabei erhaltene Argininnitrat 
wurde zur Reinigung in Argininkupfernitrat iibergefiihrt, letzteres sodann 
getrocknet und gewogen. Dafs die in solcher Weise fiir den Arginin- 
gehalt der Keimpflanzen von Lupinus albus erhaltenen Resultate etwas 
zu niedrig sein miissen, ist aus den in unserer ersten Abhandlung ge- 
machten Angaben zu ersehen. 
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Abhandlung beschriebenen Versuche. Doch war damals die 
absolute Zunahme der Argininmenge etwas grOfer als jetzt.!) 
Daf die Behandlung mit Ather (vgl. oben) einen ungiinstigen 
Kinflufs auf die Wirksamkeit des Enzyms ausiibte, lieB sich 
also bei Lupinus albus nicht nachweisen. Anders war es, wie 
aus den weiter unten gemachten Mitteilungen zu ersehen ist, 
bei Lupinus luteus; hier wurde bei den nicht mit Ather be- 
handelten Keimpflanzen stirkere Argininbildung wahrend der 
Autolyse beobachtet. 

In einem dritten Versuch wurden 40 g des gleichen luft- 
trockenen Materials (== 57,13 g Trockensubstanz) mit 200 ccm 
Wasser in einen Glaskolben gebracht und sodann langere Zeit 
auf ca. 100° erhitzt, um das Enzym unwirksam zu machen; 
dann setzten wir 0.3 g Citronensiiure und etwas zerriebenes 
Thymol zu und erwiirmten den Kolben sieben Tage lang auf 
35—40°. Bei der darauffolgenden Verarbeitung des Kolben- 
inhalts erhielten wir 0.076 g Argininkupfernitrat = 0,0449 g, 
oder 0,121°/o Arginin. Diese Zahl tibersteigt um 0,044°/o die 
in dem Ausgangsmaterial gefundene Argininmenge. Die Differenz 
laibt sich vielleicht schon auf unvermeidliche Versuchsfehler, 
deren Betrag in diesem Falle nicht zu niedrig geschiitzt werden 
darf, zuriickfiihren, konnte aber andererseits auch dahin deuten, 
dab die zugesetzte Citronenséure schwach hydrolysierend wirkte. 
Dal} diese Wirkung, wenn sie tberhaupt vorhanden war, nur 
in sehr geringem MaBe sich geltend machte, lat sich, auber 
aus dem Resultat dieses Versuches, auch schon aus einem 
Vergleich der Zahlen ersehen, die wir in den in unserer ersten 
Abhandlung beschriebenen Versuchen bei der Autolyse mit 
und ohne Zitronensiiurezusatz erhielten. 

Wie schon in unserer ersten Abhandlung erwiihnt worden 
ist, scheint wiihrend der Autolyse der Keimpflanzen von Lupinus 
albus die Argininbildung in relativ sechwiicherem Mabe einzu- 
treten, als die Bildung von Leucin, Tyrosin und anderen Mono- 
aminosiuren. Kine solche Erscheinung kann nicht als unerklirlich 

': Die Argininmenge. war damals bis auf 0,524°/o der Pflanzen- 
trockensubstanz gestiegen; sie betrug aber auch damals ungefahr das 
Fiinffache der urspriinglich vorhanden gewesenen Quantitat. 
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bezeichnet werden. Man wei, dal die Eiweifstoffe durch 
Trypsin nicht vollstaéndig in Monoaminosiiuren, Hexonbasen 
und andere kristallinische Spaltungsprodukte zerlegt werden; 
neben letzteren treten peptonartige Stoffe (Polypeptide) auf, 
die der Wirkung des Enzyms widerstehen, aber durch Siauren 
gespalten werden kénnen. So erhielten z. B. E. Fischer und 
KE. Abderhalden') bei der Pankreasverdauung des Caseins 
ein Polypeptid, welches bei der Spaltung durch Salzsiiure 
Pyrolidinkarbonsaure und Phenylalanin lieferte: diese beiden 
Stickstoffverbindungen blieben also bei der Spaltung des Casein- 
molekiils durch das Trypsin zu einem Komplex vereinigt, der 
erst durch die Salzsiure zerlegt wurde. Wenn das Enzym, 
auf dessen Wirksamkeit die Bildung von Arginin und von 
Monoaminosiuren wahrend der Autolyse der Keimpflanzen von 
Lupinus albus zuriickzufthren ist 


, sich dem Trypsin ahnlich 
verhalt, so kann man nicht erwarten, dai bei der Autolyse 
die verschiedenen Eiweibspaltungsprodukte in der gleichen 
Weise zum Vorschein kommen, wie bei der Zersetzung der 
gleichen Kiweifsubstanz durch eine Siéure. Es ist z. B. denk- 
bar, dafi ein Teil des Arginins in Polypeptiden, die bei der 
Spaltung entstanden sind, sich vorfindet. Fir die Keimpflanzen 
von Lupinus luteus ist allerdings ein solcher Verlauf der E1- 
weibspaltung nicht anzunehmen, wie aus den weiter unten 
gemachten Angaben sich ersehen libt. 

Fir die geringe Zunahme der Argininmenge bei der 
Autolyse der Keimpflanzen von Lupinus albus wiirde man auch 
eine Erklarung haben, wenn man annehmen konnte, das in 
diesen Keimpflanzen ein Enzym, durch welches das Arginin 
zerlegt wird, sich vorfindet. Ein solches Enzvm, die Arginase, 
ist vor kurzem von A. Kossel und H. D. Dakin?) beschrieben 
worden. Sie spaltet das Arginin in Ornithin und Harnstoff. 
Wenn dieses Enzym in den der Autolyse unterworfenen Keim- 
pilanzen seine Wirksamkeit entfaltete, so kénnte im Filtrat 
vom Argininsilberniederschlage Ornithin enthalten sein; das- 
selbe wiirde aus diesem Filtrat durch Phosphorwolframsiure 
') Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 81. 

?) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, 5. 321. 
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gefillt werden kénnen. Nun haben wir zwar fruher schon 
nachgewiesen, dafs die aus jenem Filtrate in den Phosphor- 
wolframsdureniederschlag eingehende Stickstoffmenge wéhrend 
der Autolyse der Keimpflanzen sich vergroBert; doch war die 
Zunahme nur gering (sie betrug nur 0,06°/o der Pflanzen- 
trockensubstanz). Eine so kleine Zunahme dieser Stickstoff- 
menge kann aber schon aus der Bildung von Lysin wiihrend 
der Autolyse erkliirt und demnach nicht als ein Beweis fiir 
eine gleichzeitig erfolgte Zersetzung von Arginin angesehen 
werden. Daf aber aus diesem Befunde auch nicht auf volliges 
Fehlen von Arginase in den Keimpflanzen geschlossen werden 
kann, braucht kaum gesagt zu werden. 

In unserer ersten Abhandlung haben wir mitgeteilt, da 
wiihrend der Autodigestion der Keimpflanzen von Lupinus albus 
eine Bildung von Leuein und Tyrosin  stattfand. Mit den 
von uns aus den beziiglichen Fliissigkeiten isolierten Praparaten 
dieser beiden Aminosiiuren haben wir spéter noch einige Ver- 
suche angestellt. Wir zerlegten das Leucin durch fraktionierte 
Kristallisation aus einem heiben Gemisch von Weingeist und 
Ammoniakfliissigkeit in zwei Praéparate und fiihrten diese so- 
dann in Kupferverbindungen tiber, indem wir sie in wasseriger 
Losung mit Kupferacetat erhitzten. Die Analyse dieser Kupfer- 
verbindungen gab folgende Resultate: 

a) 0.200 ¢ Substanz, bet 100° getrocknet, gaben 0.0495 g CuO = 19,78 °/o Cu 
b) 0.3330 >» > » 100° > > 0,0795>» » =19,08°/o 

Das beim ersten Praparat erhaltene Resultat entspricht 
dem von der Formel des Leucinkupfers geforderten Wert 
(19,66°/o Cu). Das zweite Praparat gab eine etwas geringere 
Kupfermenge, woraus man wohl schlieben darf, dal dieses 
Priiparat aus einem Gemisch von Leucin und einer anderen 
Aminosiure (Phenylalanin?) bestand.*) 

Die beim Umkristallisieren des Leucins verbliebenen Mutter- 
laugen wurden eingedunstet, die Verdampfungsriickstinde mit 
Kaliumbichromat und verdiinnter Schwefelsiiure einige Stunden 
lang am Riickflubkiihler gekocht. Aus der dabei erhaltenen 
Losung lie® sich durch Ausschiitteln mit Ather in sehr kleiner 


‘, Phenylalaninkupfer enthilt nur 16,2°/o Cu. 
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Menge eine Substanz gewinnen, welche wahrscheinlich Benzoe- 
siure war; doch war thre Quantitiéit zu gering, um sie durch 
Umkristallisieren geniigend reinigen und mit der genannten 
Siiure sicher identifizieren zu konnen. Immerhin macht diese 
Beobachtung es wahrscheinlich, dai in jenen Mutterlaugen 
Phenylalanin enthalten war. 

Das in den Autodigestionsversuchen neben Leucin er- 
haltene Tyrosin, dessen Identifizierung mit Hilfe der von 
Hoffmann, von Piria und von Moérner angegebenen Reak- 
tionen erfolgte, wurde spiiter, nach wiederholtem Umkristalli- 
sieren, noch auf sein spezifisches Drehungsvermogen untersucht. 
Letzteres war ebenso hoch, wie dasjenige zweier aus anderen 
pflanzlichen Objekten dargestellten Tyrosinpriparate. 

Aus den teils in dieser Abhandlung, teils friher schon von 
uns gemachten Mitteilungen geht hervor, dafi bei der Autolyse 
der Keimpflanzen von Lupinus albus eine Bildung von Arginin, 
Leucin und Tyrosin erfolgte; daf daneben noch andere 
Kiweifspaltungsprodukte, wie Histidin, Phenylalanin usw. ent- 
standen, kann auf Grund unserer Beobachtungen fiir sehr wahr- 
scheinlich erklart werden. Wenn wir die Bildung dieser Produkte 
auf die Wirksamkeit eines in den Keimpflanzen sich findenden 
proteolytischen Enzyms zuriickfiihren, so werden wir damit wohl 
kaum Widerspruch hervorrufen. Allerdings ist hinzuzusetzen, 
dafi die Keimpflanzen vielleicht nicht nur ein proteolytisches 
Enzym, sondern mehrere Stoffe solcher Art enthielten; es ist 
denkbar, dafi ein Enzym die Aufliésung der Eiweibstoffe unter 
Bildung von Albumosen und Peptonen, ein anderes die Spaltung 
der letzteren Produkte bewirkte. Uber die Beschaffenheit der 
in den genannten Keimpflanzen vorhandenen Enzyme _ holften 
wir bei Inangriffnahme unserer Untersuchung Aufschlu8 gewinnen 
zu kOnnen: indessen sind wir liber vorlaufige Versuche nicht 
hinausgekommen. Indem wir tiber die dabei erhaltenen Re- 
sultate im folgenden einige Mitteilungen machen, erinnern wir 
zunachst daran, dali W. Butkewitsch') aus Keimpflanzen von 
Lupinus luteus durch Extraktion mit Glyzerin und Versetzen 
des Extrakts mit Weingeist ein Enzympriaparat darstellte, welches 





') Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 1. 
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eine Eiweifsubstanz zu lésen und aus derselben zugleich Leucin 
und Tyrosin zu bilden vermochte; doch war die Ausbeute an 
diesen beiden Aminosaéuren nur sehr klein. Da man mit Hilfe 
des Kosselschen Isolierungsverfahrens das Arginin aus den 
Kxtrakten leicht darstellen und sogar seine Quantitat approximativ 
bestimmen kann, so schien es angezeigt, bei den Versuchen 
mit Enzympraparaten in erster Linie die Argininbildung zu_be- 
rucksichtigen. Wir versuchten, aus den wiisserigen Extrakten 
aus getrockneten 2—3tagigen Keimpflanzen von Lupinus albus 
durch Fallung mit Ammonsulfat ein proteolytisches Enzym zu 
gewinnen. Als wir die in solcher Weise erhaltenen Priparate 
auf den eiweibreichen Riickstand wirken lieben, der bei Extrak- 
tion fein geriebener Lupinensamen mit Wasser, Alkohol und 
Ather iibrig geblieben war, fand aber nur eine sehr schwache 
Argininbildung statt: in einem Falle war das Resultat fast 
negativ. Auch aus einem Extrakt aus frischen, modglichst fein 
zerriebenen Keimpflanzen erhielten wir durch Fallung mit Koch- 
salz ein Priaparat, welches nur eine auberst geringe Arginin- 
menge zu bilden vermochte (selbstverstiindlich wurden diese 
Versuche mit den erforderlichen Kautelen und unter Zusatz 
antiseptischer Mittel ausgeftihrt). 

Wir hoffen, daB es uns méglich sein wird, demniichst 
diese Versuche zu wiederholen und noch weiter auszudehnen. 


B. Uber die Argininbildung in den Keimpflanzen von Lupinus luteus. 


Wie aus den von E. Schulze!) gemachten Angaben zu 
ersehen ist, besteht in bezug auf den Arginingehalt eine be- 
deutende Verschiedenheit zwischen den etiolierten Keimpflanzen 
von Lupinus luteus und denjenigen anderer Leguminosen, wie 
Lupinus albus und angustifolius, Vicia sativa und Pisum sativum. 
Wihrend die ersteren nach 1!/2—2wochentlicher Vegetations- 
dauer in der Trockensubstanz ungefahr 3°/o Arginin enthalten, 
tritt bei den anderen obengenannten Leguminosen das Arginin 
zwar in der ersten Periode der Keimung auf, nimmt aber spater 
an Menge ab und verschwindet in manchen Fallen bis auf einen 
zum sicheren Nachweis kaum noch geniigenden Rest. Man 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 18. 
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mu daraus schlieben, dai bei diesen Gewiichsen das bei Spaltung 
der Reserveproteinstoffe entstandene Arginin im Stoffwechsel 
der Pflinzchen eine Umwandlung erleidet: im Einklang damit 
steht der von uns erbrachte Nachweis, dab bei der Autolyse 
getrockneter und zerriebener zweitiigiger Keimpflanzen von 
Lupinus albus das Arginin an Menge zunimmt. Aus der An- 
hiufung des Arginins in den Keimpflanzen von Lupinus luteus 
scheint man dagegen schlieben zu miissen, dafi hier diese Base 
dem Verbrauche im Stoffwechsel mehr oder weniger entzogen 
ist. Allerdings ist es denkbar, dab in den obengenannten Keim- 
pflanzen das Arginin nur zum Teil durch Eiweibspaltung, zum Teil 
aber durch einen synthetischen Prozefi entsteht. Doch lassen 
sich fiir die letztere Annahme Beweise nicht beibringen: fiir 
die Entstehung des Arginins durch EiweiSspaltung spricht dagegen 
auBer dem Umstande, dai die genannte Base fast ausschlieBlich 
in den Cotyledonen enthalten ist, auch der von E. Schulze 
und E. Winterstein') erbrachte Nachweis, dafi die in den 
Keimpflanzen sich vorfindende Argininmenge diejenige Quantitit 
nicht tiberstieg, die aus den wiihrend der Keimung zerfallenen 
Kiweibstoffen sich bilden konnte. Neue Stiitzen fiir die obige 
Annahme ergeben sich aus den weiter unten von uns mitgeteilten 
Beobachtungen. é 

Bei Lupinus albus konnten wir durch Autolyse der Keim- 
pflanzen die Argininmenge so steigern, dab sie 0,5°/o der fir 
den Versuch verwendeten Pflanzentrockensubstanz betrug, 
wihrend ein solcher Arginingehalt in den nicht der Autolyse 
unterworfenen Keimpflanzen dieser Lupinusart niemals gefunden 
wurde. Eine itiber jenen Betrag hinausgehende Zunahme der 
Argininmenge vermochten wir aber auch durch lange Zeit fort- 
gesetzte Autolyse nicht zu bewirken. Der Grund daftr liegt 
wahrscheinlich darin, dafi das proteolytische Enzym, auf dessen 
Wirksamkeit die Argininbildung zuriickzufiihren ist, sich in den 
zWweitigigen Keimpflanzen nur in kleiner Menge vorfand und 
durch die zugesetzten Antiseptika abgeschwacht wurde. Ist nun 
die Annahme richtig, da’ bei Lupinus luteus das bei der Spaltung 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIII, S. 567. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. 12 
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der Eiweifstoffe entstandene Arginin im Stoffwechsel entweder 
gar nicht, oder nur zum kleinen Teil verbraucht wird, so war 
zu erwarten, daB hier em anderes Resultat sich zeigte, als bei 
Lupinus albus; wihrend bei letzterer Lupinusart die in den 
lebenden Keimpflanzen sich findende Argininmenge stets hinter 
der bei der Autolyse getrockneter und zerriebener zweitiigiger 
Pfliinzchen entstehenden Quantitét zuriickblieb, mubte umgekehrt 
bei Lupinus luteus die grObere Argininmenge in den lebenden 
Keimpflanzen sich finden, nachdem die letzteren einige Wochen 
lang sich unter LichtabschluB entwickelt hatten. Denn es war 
anzunehmen, da auch hier die Wirksamkeit des argininbildenden 
Enzyms wiihrend der Autolyse getrockneter und zerriebener 
Pfliinzchen durch die oben erwiahnten Umstiinde abgeschwiicht 
wurde. Wie man aus den weiter unten folgenden Angaben 
ersehen kann, entsprach das Ergebnis in der Tat diese Erwartung. 

Da es nun schon auf Grund der friiher gemachten be- 
obachtungen fiir sehr wahrscheinlich erklart werden konnte, 
dal in den unter Lichtabschlub sich entwickelnden Keimpflanzen 
von Lupinus luteus das bei der Eiweifispaltung entstehende 
Arginin entweder gar nicht, oder doch nur sehr langsam zum 
Verbrauch gelangt, so war es von Interesse, die Zunahme der 
Argininmenge wihrend der fortschreitenden Entwicklung der 
Keimpflanzen durch quantitative Bestimmungen zu verfolgen und 
zugleich auch zu bestimmen, wie viel Eiweif durch Zersetzung 
verloren gegangen war. Man durfte hoffen, auf solchem Wege 
einen Kinblick in den Verlauf der Eiweifispaltung zu gewinnen 
— einen Einblick, der durch Bestimmung des Asparagingehaltes 
sich nicht in gleichem Grade erhalten labt, weil das Asparagin 
ein sekundiires Produkt des EiweiBumsatzes ist. 

Die Untersuchung, deren Resultate wir hier mitteilen, 
wiirde von uns nicht unternommen worden sein, wenn die Er- 
fahrung uns nicht gezeigt hiitte, daB es unter Verwendung des 
von Kossel angegebenen Fiillungsverfahrens ohne Schwierigkeit 
gelingt, das Arginin aus den Keimpflanzen von Lupinus luteus 
in fast reinem Zustande zur Abscheidung zu bringen. Die 
Art und Weise, in der wir die Extrakte darstellten und ver- 
arbeiteten, entsprach den vor kurzem von uns gemachten An- 
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gaben'). Aus letzteren ist zu ersehen, dai wir die Extrakte 
gunachst von den durch Tannin und durch Bleiacetat filibaren 
Substanzen befreiten, sie sodann mit Schwefelsiiure stark an- 
siiuerten und zur Ausfillung des Arginins mit Phosphorwolfram- 
siiure versetzten. Es ist aber notwendig, iiber die Details des 
Verfahrens hier noch einige Angaben zu machen. Die Darstellung 
der Extrakte geschah in der Weise, dafi die fein zerriebenen 
Keimpflanzen mit Wasser von 90—95° C. tibergossen wurden; 
nach Verlauf von 1—2 Stunden wurde die Masse aufs [ilter 
gebracht, der Filterriickstand mit warmem Wasser gut aus- 
gewaschen und schlieblich noch abgeprebt. Das mit dem Wasch- 
wasser vereinigte Extrakt versetzten wir nun mit einer Losung 
von reinem Tannin, ohne jedoch dieses Reagens im Uberschub 
zuzufiigen (wir horten in der Regel mit dem Zusatz auf, wenn 
das Reagens nur noch eine schwache Triibung hervorbrachte). 
Der Niederschlag wurde abfiltriert, gut ausgewaschen, schlieblich 
abgeprebt, das Filtrat mit Bleiessig und Bleizucker versetzt?). 
Den dadurch erzeugten Niederschlag beseitigten wir durch 
Filtration, brachten das mit dem Waschwasser vereinigte Filtrat, 
dessen Reaktion ganz schwach sauer war, durch Eindunsten 
bei gelinder Wirme auf ein kleineres Volumen, séuerten es 
hierauf mit Schwefelsiiure stark an, entfernten das dabei ent- 
standene bleisulfat durch Filtration und fiigten nun Phosphor- 
wolframséure zu, solange als dieses KReagens einen sofort oder 
nach ganz kurzer Zeit sich bildenden Niederschlag hervorbrachte ®). 
Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit 5°/oiger Schwefelsaéure 
ausgewaschen, dann in bekannter Weise durch Zerreiben mit 
Wasser und Baryumhydroxyd zerlegt. Aus der dabei erhaltenen, 
mittels Kohlensiure vom Baryt befreiten Basenlosung fallten 
wir zuerst das Histidin, dann das Arginin nach der von Kossel 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 458. 


2) Um zu verhiiten, dafi die Flissigkeit alkalisch wurde, setzten 
wir Bleiessig nur in beschrankter Quantitét, dann Bleizucker zu. 

*) Die Filtrate gaben bei weiterem Zusatz von Phosphorwolfram- 
siure in der Regel noch kleine Fiallungen, die erst nach 5—10 Minuten 
sich bildeten; solche Fallungen bestehen aber, so weit unsere Erfahrungen 
reichen, nur aus anorganischen Substanzen. 


12* 
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und Kutscher gegebenen Vorschrift. Der Histidinsilbernieder- 
schlag wurde nicht untersucht. Den Niederschlag von Arginin- 
silber behandelten wir in der von den genannten Forschern 
vorgeschriebenen Art und Weise. Die dabei erhaltene Arginin- 
Losung wurde mit Salpetersiure genau neutralisiert und hierauf 
zur Sirupskonsistenz eingedunstet. Der Sirup begann in der 
tegel einige Minuten nach dem Erkalten Kristalle abzuscheiden 
und verwandelte sich beim Stehen im Exsikkator in allen Fillen 
bald in eine fast farblose, leicht zerreibliche Kristallmasse, in 
der von Mutterlauge nichts zu bemerken war. Dieses Produkt 
schlof} nur eine sehr geringe Menge (O,2—0,4°/o) von Asche 
ein und war nach seinem Verhalten fiir fast véllig reines Arginin- 
nitrat zu erkliiren. Als seine wisserige L6sung mit Kupfer- 
hydroxyd oder Kupferkarbonat erhitzt wurde, entstand eine tief- 
blaue Fliissigkeit, die bei geniigender Konzentration gleich nach 
dem Erkalten die charakteristischen Kristallaggregate des Arginin- 
kupfernitrats in reichlicher Menge lieferte; diese Kristalle besaben, 
ohne da sie umkristallisiert worden waren, den richtigen 
Schmelzpunkt (112 —114°). Bei Darstellung dieses Produktes 
sind wir in mehreren Fiillen von einer abgewogenen Quantitiit 
des Argininnitrats ausgegangen. Die dabei erhaltene blaue LOsung 
wurde stark konzentriert und dann lingere Zeit der Ruhe iiber- 
lassen, damit das Argininkupfernitrat auskristallisieren konnte: 
dann wurde die nur in geringer Menge vorhandene Mutterlauge 
abgegossen, die zuriickbleibende Kristallmasse mehrmals mit 
kleinen Quantitiiten kalten Wassers gewaschen, dann getrocknet 
und gewogen. Wir erhielten so 90°/o der Argininkupfernitrat- 
quantitiit, die aus der angewendeten Argininnitratmenge ent- 
stehen konnte. Die mit dem Waschwasser vereinigte Mutter- 
lauge lieferte, als sie mit Hilfe von Schwefelwasserstoff vom 
Kupfer befreit und dann zum Sirup eingeengt wurde, noch 
Argininnitratkristalle in kleiner Menge; dafi daneben noch eine 
andere organische Verbindung vorhanden war, vermochten wir 
nicht nachzuweisen. 

Da nach diesen Beobachtungen das in der beschriebenen 
Weise erhaltene Argininnitrat fiir ein nahezu reines Produkt 
zu erkliiren war, so konnte aus seinem Gewicht der Arginin- 
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gehalt der Keimpflanzen berechnet werden;!) vor dem Abwigen 
wurde das Nitrat im Exsikkator bis zur Konstanz des Gewichtes 
getrocknet. Die in diesem Produkt noch vorhandenen Bei- 
mengungen kénnen kaum mehr als 3—4°/o vom Gewicht der 
Kristalle betragen haben. Der durch das Vorhandensein von 
Beimengungen bedingte Fehler wird aber kompensiert durch 
einen in der entgegengesetzten Richtung sich geltend machenden 
Fehler, dessen Ursache darin liegt, dafi das Phosphorwolframat 
des Arginins in kaltem Wasser nicht ganz unloslich ist. Infolge 
dieses Umstandes sind vermutlich die fiir den Arginingehalt 
unserer Untersuchungsobjekte angegebenen Zahlen immer noch 
etwas zu niedrig. Sind aber diese Zahlen auch nicht fiir ganz 
genaue zu erkliren, so unterliegt es doch keinem Zweifel, dab 
sie miteinander vergleichbar sind, denn die ihnen anhaftenden 
Fehler sind bei allen Objekten die gleichen.?) Fir den bei 
Austiihrung unserer Untersuchungen erfolgten Zweck kam es 
aber in erster Linie darauf an, mit einander vergleichbare Zahlen 
zu gewinnen. 

Wie aus den weiter unten folgenden Angaben zu ersehen 
ist, zeigten die in solcher Weise in dem gleichen Material aus- 
gefiihrten Doppelbestimmungen in ihren Resultaten eine Uberein- 
stimmung, die als eine befriedigende bezeichnet werden kann. 

Da friiher schon nachgewiesen worden ist, dai der Eiweib- 
zerfall withrend der Keimung bei Lupinus luteus sehr rasch 
verlauft, so konnten wir von vornherein erwarten, auch in ganz 


') Wir haben also in diesem [alle es unterlassen, das Arginin- 
nitrat zur Reinigung noch in Argininkupfernitrat Uberzufiihren und letzteres 
zu wiigen, wihrend wir dies friiher in der Regel getan haben (man 
vergleiche z. B. unsere erste Abhandlung). Zu den Beimengungen, die 
in dem in der beschriebenen Weise dargestellten Argininnitrat enthalten 
sein kénnen, gehdrt nach eimer vor kurzem von Kutscher und Otori 
Zentralbl. fiir Physiologie, Bd. 18, Nr. 8) gemachten Angabe, die auch 
mit den in unserem Laboratorium gemachten Erfahrungen tibereinstimmt, 
auch das Guanidin. Wir haben aber in den Lupinuskeimpflanzen 
fruanidin bis jetzt nicht nachzuweisen vermocht. 

*) Dies darf um so eher behauptet werden, als wir uns bemiiht 
haben, bei Ausfiihrung der Bestimmungen die Versuchsbedingungen 
Volumen der Fliissigkeiten usw.) méglichst gleich zu machen. 
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jungen Keimpflanzen dieser Lupinusart schon eine betrachtliche 
Argininmenge vorzufinden. Aber es war fiir uns doch iiber- 
raschend, zu finden, dafi 2- bis 4tagige Keimpflanzen schon 
1,17—1,74°/o Arginin enthielten. Dieser Befund veranlabte 
uns, auch die ungekeimten Samen von Lupinus luteus auf Arginin 
zu untersuchen. Auch hier fand sich diese Base in einer nicht 
ganz unbetrachtlichen Quantitat vor, wie schon in einer friiher 
publizierten Abhandlung!) von uns mitgeteilt worden ist, und 
zwar erhielten wir aus drei verschiedenen Samenmustern folgende 
Ausbeute an Arginin: 

a) 0,41 °/o 

b) 0,30 °/o 

c) 0,38 Jo | 





, Mittel 0.36" 0 


Spater haben wir noch ein viertes Samenmuster auf Arginin 
untersucht, und zwar dasjenige, dessen wir uns zur Darstellung 
der Keimpflanzen, auf welche die weiter unten folgenden An- 
gaben sich beziehen, bedient haben. Diese Samen_ lieferten 
etwas weniger Arginin als die friiher untersuchten, wie aus 
folgenden Angaben zu ersehen ist: 

87,26 ¢ der Samentrockensubstanz lieferten 0,280 ¢ Argininnitrat 
= 0,1988 ¢ oder 0,23°/o Arginin. 

Die im vorigen angegebenen Prozentzahlen beziehen sich 
auf die unentschialten Samen; unter der Annahme, dab die 
Samenschalen frei von Arginin gewesen sind, berechnet. sich 
der Arginingehalt der schalenfreien Samentrockensubstanz auf 
0,31—-0,55°/o, im Mittel auf 0,45°/o.2) Ist demnach auch fast 
1/3 der in 2—8t&gigen Keimpflanzen sich findenden Arginin- 
menge schon vor Beginn der Keimung in den Samen vorhanden 
gewesen, so zeigt sich doch, dali schon im ersten Keimungs- 
stadium eine starke Argininbildung eingetreten ist. Wie wir 
weiter unten noch nachweisen werden, hilt die Argininbildung 
gleichen Schritt mit dem Eiweibzerfall. 

Im folgenden beschreiben wir nun zuniachst die mit jungen 
Keimpflanzen von Lupinus luteus von uns angestellten Auto- 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLIL S. 459. 
*) Bei Ausfiihrung der Berechnung wurde angenommen, daf die 
Samen aus 26 Teilen Schalen und 74 Teilen Kerne bestanden. 
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digestionsversuche. Fiir den ersten dieser Versuche verwendeten 
wir 3--4tigige Pflanzchen, die bei 35—40° getrocknet, dann 
fein zerrieben und mit Ather behandelt worden waren. Bei 
Bestimmung der in diesem Material enthaltenen Argininmenge 
ergaben sich folgende Zahlen: 
35.6 ¢ der Ptlanzentrockensubstanz (fret von Schalen) 
gaben 0.8325 ¢ Argininnitrat = 0.5909 ¢ oder 1,66°0 Arginin. 

Mit diesem Material stellten wir einen Autodigestions- 
versuch an, in welchem als Antiseptika Chloroform und etwas 
zerriebenes Thymol zugesetzt wurden. Der Versuch lieferte 
folgendes Resultat: 

Angewendet wurden 35,6 ¢ Trockensubstanz, 200 ccm Wasser und 
0.5 ¢ Citronensiure. Dauer der Autolyse: 10 Tage. Erhalten wurden: 
0.992 ¢ Argininnitrat == 0,7043 g Arginin. Diese Argininmenge betriagt 
1.98°/o der angewendeten Pflanzentrockensubstanz. 

Wie man sieht, ist die Zunahme der Argininmenge in 
diesem Versuche nicht groBb gewesen; sie betragt nur 0,30 °/o 
der Pflanzentrockensubstanz. GroBer war die Steigerung der 
Argininmenge in Autodigestionsversuchen, die mit 3—4 téagigen 
Keimpflanzen einer anderen Kultur ausgefiihrt wurden. Diese 
Keimpflanzen waren ebenfalls bei 35—40° getrocknet und sodann 
zerrieben, aber nicht mit Ather behandelt worden. Bei Be- 
stimmung ihres Arginingehaltes wurden folgende Zahlen erhalten: 


a) 36,85 ¢ Pflanzentrockensubstanz lieferten 0.950 g Argininnitrat 


= 0.6745 g oder 1,83°/o Arginin. 


b) 36,85 g Pflanzentrockensubstanz lieferten 0,863 g Argininnitrat 
0.6127 ¢ oder 1,67°,o Arginin. 


c) 27,64 ¢ Pflanzentrockensubstanz leferten 0,674 g Argininnitrat 


— 


0.4785 g oder 1,73°/o Arginin. 

Im Mittel lieferten 100 Teile der Pflanzentrockensubstanz dem- 
nach 1,74 Teile Arginin. 

Mit diesem Material wurden drei Autodigestionsversuche 
unter Zusatz von Chlorcform und etwas zerriebenem Thymol 
ausgefiihrt. In zwei Versuchen setzten wir je 0.6 g¢ Citronen- 
siure zu; in dem dritten Versuche wurde so viel Blausiiure 
zugefiigt, day eine 0,2°/oige LOsung dieser Saure entstand. Die 
Versuche lieferten folgende Resultate: 

Versuch I: Angewendet wurden 26,79 g Pflanzentrockensubstanz 
und 200 ccm Wasser. Die Autolyse, unter Zusatz von Blausiure, dauerte 
































Os . . 
184 KE. Schulze und N. Castoro, 


10 Tage. Erhalten wurden 0,842 g Argininnitrat = 0,599 g oder 2,24°/o 
Arginin. 

Versuch II: Angewendet wurden 36,85 g Pflanzentrockensubstanz 
und 200 ccm Wasser. Die Autolyse, unter Zusatz von Citronensiure, 
dauerte 13 Tage. Erhalten wufden 1,168 g Argininnitrat = 0,9003 g 
oder 2.44% Arginin. | 

Versuch III: Angewendet wurden 36,85 g Pflanzentrockensubstanz 
und 200 ccm Wasser. Die Autolyse, unter Zusatz von Citronensiiure, 
dauerte 13 Tage. Erhalten wurden 1,286 g Argininnitrat — 0,8421 ¢ 
oder 2,29°/o Arginin. 

Vergleicht man diese Zahlen mit dem bei Bestimmung 
des Arginingehaltes im Ausgangsmaterial erhaltenen Resultat, 
so findet man, dafi die wihrend der Autolyse erfolgte Zunahme 
der Argininmenge 0,50—0,70°/o der angewendeten Pflanzen- 
trockensubstanz betrug. Diese Zunahme ist zwar grober als 
diejenige, die in den friiher beschriebenen Autodigestionsver- 
suchen von uns gefunden wurde; sie ist aber immerhin noch 
gering, wenn man sie mit der starken Steigerung des Arginin- 
gehalts vergleicht, die in den lebenden Keimpflanzen von Lupinus 
luteus wiihrend der ersten Entwicklungsperiode in kurzer Zeit 
erfolete. Wie aus den weiter unten gemachten Angaben zu 
ersehen ist, fanden wir in 6tagigen Keimpilanzen der genannten 
Lupinusart schon 2,35°/o Arginin, also ebensoviel, als in den 
3tiigigen Keimpflanzen auch nach lange fortgesetzter Autolyse 
gefunden wurde. 

Wie friiher schon mehrmals erwiihnt worden ist, hat man 
anzunehmen, daB durch die bei der Autolyse zugesetzten Anti- 
septika die Wirksamkeit des proteolytischen Enzyms, auf dessen 
Vorhandensein die Argininbildung zuriickzufiihren ist, abge- 
schwiicht wird. Doch ist es wohl nicht wahrscheinlich, dab 
durch diesen Umstand allein die relativ geringe Zunahme der 
Argininmenge wihrend der Autolyse bedingt ist. Fir wahr- 
scheinlicher halten wir es, daB die jungen Keimpflanzen in der 
Zeiteinheit nur wenig von dem proteolytischen Enzym enthalten 
und daf sie wiihrend ihrer Entwicklung eine grofere Menge 
dieses Enzyms in dem Mabe, als dies fir die EiweiBspaltung 
erforderlich ist, bilden. Dabei sei noch bemerkt, dai wir, wenn 
wir hier nur von einem Enzym reden, es doch keineswegs {ur 
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unmodglich oder auch nur unwahrscheinlich halten, daf an der 
Spaltung der Eiweibstoffe in den Keimpflanzen mehrere Enzyme 
von ungleicher Wirkung sich nebeneinander oder nacheinander 
beteiligen. 

Wir gehen nun zur Mitteilung der Resultate tiber, die 
wir bei Bestimmung des Arginingehaltes der Keimpflanzen in 
ihren verschiedenen Entwicklungsstadien erhielten. Diese Keim- 
pllanzen waren unter Benutzung eines Samenmusters von vor- 
zuglicher Qualitat in Sandkultur in einem verdunkelten Zimmer 
erhalten worden und hatten sich sehr rasch entwickelt; ent- 
sprechend dieser raschen Entwicklung war auch, wie aus den 
weiter unten gemachten Angaben zu ersehen ist, der Eiweib- 
zerfall in ihnen ein sehr schneller. Sie wurden nach 6tigiger, 
11 tiigiger und 15—16tagiger Vegetationsdauer geerntet, sodann 
ber ca. 60° getrocknet und aufs feinste zerrieben. Um das 
Kntwicklungsstadium zu kennzeichnen, sei noch erwahnt, dab 
bei den 6tagigen Keimpflanzen die Linge des hypokotylen 
Gliedes 40—60 mm, bei den 15 tagigen Pflanzchen 100—110 mm 
betrug. Bei Bestimmung des Arginingehalts dieser Pflanzchen 
wurden folgende Resultate erhalten: 

6tigige Keimpflanzen. 
54,42 ¢ Pflanzentrockensubstanz gaben 1,803 g Argininnitrat 
== 1,280 g oder 2,35°/o Arginin. 


litagige Keimpflanzen. 


Do 
~] 

nw 
ja 


gy Pflanzentrockensubstanz gaben 1,273 g Argininnitrat 


te] 


= 0,9038 g oder 3,32°o Arginin. 


Il. 27,21 g Pflanzentrockensubstanz gaben 1,197 g Argininnitrat 
= 0.8499 g oder 3,15°/o Arginin. 
Mittel : 3,239 Arginin. 
15—16tigige Keimpflanzen. 
I. 26,84 g Pflanzentrockensubstanz gaben 1,442 g Argininnitrat 


= 1,0238 g oder 3,81°/o Arginin. 


Il. 26,84 


A 


¢ Pflanzentrockensubstanz gaben 1,419 ¢ Argininnitrat 
= 1,0075 g oder 3,75°/o Arginin. 


Mittel: 3,78°/o Arginin. 
Aus diesen Zahlen ergibt sich, da die starkste Arginin- 
bildung in den ersten 6 Tagen nach Beginn der Keimung 
stattfand — in derjenigen Periode, in welcher, wie aus den 


’ 
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spiiter folgenden Angaben zu ersehen ist, auch der Eiweibzerfall 
am stiirksten war. 

Zur Kontrolle des fiir die 6tigigen Pfliinzchen erhaltenen 
tesultates haben wir noch eine Kultur von 6 tégigen normalen 
Keimpflanzen, gewachsen unter Lichtzutritt in einem Gewiichs- 
haus, auf ihren Arginingehalt untersucht. Dabei erhielten wir 
folgendes Resultat: 

18.57 g Ptlanzentrockensubstanz heferten 0.598 g Argininnitrat 
= 0.4050 g oder 2,18°/o Arginin. 

Dieses Resultat weicht von dem fiir die unter Lichtabschluf 
gewachsenen 6tagigen Keimpflanzen erhaltenen Resultat nur 
sehr wenig ab. Die kleine Differenz iibersteigt kaum die Fehler- 
grenze der Bestimmungen und kann schon daraus erklirt werden, 
daBh die normalen Pflanzchen bei einer etwas niedrigeren Tem- 
peratur sich entwickelten als die etiolierten, und dab infolge 
davon wahrscheinlich auch der Eiweibzerfall in ihnen etwas 
langsamer erfolgte. 

Ks war von Interesse, auch noch Pflinzchen von groberem 
Alter auf ihren Arginingehalt zu untersuchen. Da nach friiher 
gemachten Erfahrungen Keimpflanzen von Lupinus luteus in der 
Regel bald zugrunde gehen, wenn man sie linger als 15—16 
Tage im Dunkeln labt, so lieben wir solche Keimpflanzen zuerst 
11 Tage lang bei LichtabschluB vegetieren und brachten sie 
dann ans Licht: sie entwickelten sich nun langsam und es 
dauerte geraume Zeit, bis das erste Blittchenpaar entfaltet war. 
Wie friiher ausgefithrte Untersuchungen gezeigt haben, findet 
in sO behandelten Pflénzchen nur eine langsame Zunahme des 
Eiweibeehaltes statt, wihrend ihr Asparagingehalt noch zu- 
nimmt. Bei Untersuchung von 19—2Otigigen Pflainzchen, die 
in solcher Weise gezogen worden waren, erhielten wir fol- 
gendes Resultat: 

18.0 ¢ Pflanzentrockensubstanz gaben 0,975 ¢ Argininnitrat 

- 0.6922 ¢ oder 3,84°%/o Arginin. 

Wie man sieht, war bei diesen Pflainzechen der Arginin- 
gehalt nur um einen ganz unwesentlichen Betrag hoher, als 
bei den 15—16tigigen Pflanzchen.') 

7 1) In tbereinstimmung mit diesem Befunde steht der friiher er- 
brachte Nachweis, dafi bei 24tégigen Pflinzchen von Lupinus luteus, die 
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Die Resultate der im vorigen aufgefiihrten Bestimmungen 
sind im folgenden mit dem bei Untersuchung der ungekeimten 
Samen erhaltenen Ergebnis zusammengestellt. 


Die schalenfreie Trockensubstanz lieferte : 


Ungekeimte Samen: 031° o Arginin 

6tigige Keimpflanzen: 2,35 °/o 

Desgl.; im Licht erwachsen: 2,18 %o 
11tiégige Keimpflanzen: 3,23 °/0 

15—16 3,78 °/o 

19—20 3,84 °/o 


Zur Ergainzung der im vorigen mitgeteilten Zahlen konnen 
noch die Resultate dienen, die wir bei Untersuchung einiger 
anderer Keimpflanzenkulturen erhielten. Diese Keimpflanzen 
waren, unter benutzung von drei Samenmustern, im Dunkeln, 
unter den gleichen Verhaltnissen gezogen, wie diejenigen, auf 
welche die oben gemachten Angaben sich beziehen: auch wurde 
die Bestimmung der von ihnen gelieferten Argininquantitét in 
der gleichen Weise ausgeliihrt, wie bei den anderen Pfliinzchen.') 


Die schalenfreie Pflanzentrockensubstanz lieferte: 


2—3 tigige Pflinzchen: 1,17°/o Arginin 

3—4 » > 1,56 °/o 

}—4 > 74/0 » (Mittel aus 3 Bestimmungen) 
11—12 » > 3.01 °/o 


Auch diese Zahlen zeigen, dai gerade in der ersten 
Keimungsperiode eine starke Argininbildnng erfolgte. Die zur 
cleichfalls zuerst im Dunkeln, dann im Licht sich entwickelt hatten, die 
aus eiweiffreiem Extrakt in den Phosphorwolframsiiureniederschlag ein- 
gsegangene Stickstoffmenge nicht gréfer, sondern sogar etwas geringer 
war, als bei 15tiigigen Pflainzchen (diese Zeitschrift, Bd. XXIV, 5S. 66). 

1) Analytische Belege: a) 2—Stiigige Keimpflanzen: 53,74 g 
fettfreie Trockensubstanz gaben 0,941 ¢ Argininnitrat — 0.6681 g¢ oder 
1.24°/o Arginin. Fiir die fetthaltige Trockensubstanz berechnet sich daraus 
ein Gehalt von 1,17°/o Arginin. 

b) 3—4tigige Keimpflanzen: 35,6 g fettfreie Trockensubstanz gaben 
0.8325 ¢ Argininnitrat = 0,5909 ¢ oder 1,66°/o Arginin. Fiir die fetthaltige 
Trockensubstanz berechnet sich daraus ein Gehalt von 1,56°/o Arginin. 

c) 3—4tiagige Keimpflanzen, zweite Kultur: Die analytischen Belege 
fiir diese Bestimmungen sind oben schon mitgeteilt worden. 

d) i1—12tigige Keimpflanzen: 39,62 g Trockensubstanz gaben 
1.678 g Argininnitrat 11914 g oder 3,01°o0 Arginin. 
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Darstellung dieser Keimpflanzen verwendeten Samenmuster ent- 
hielten schon vor der Keimung mehr Arginin als diejenigen 
Samen, die bei den vorher beschriebenen Versuchen zur Ver- 
wendung kamen — was bei Vergleichung der betreffenden 
Zahlen zu beachten ist. , 

Neben dem Arginingehalt bestimmten wir in den 6tagigen, 
litagigen und 15—16tigigen Keimpflanzen, sowie in den zu- 
gehorigen Samen, auch die Verteilung des Gesamtstickstoffs auf 
Proteinstoffe und nichtproteinartige Verbindungen. Diese Bestim- 
mungen wurden nach dem Stutzerschen Verfahren ausgefiihrt. 
Wenn man auch nicht sicher sein kann, mit Hilfe dieses Ver- 
fahrens in allen Fallen eine scharfe Trennung der Proteinstoffe 
von den nichtproteinartigen Verbindungen zu erreichen, so mubte 
doch seine Anwendung im vorliegenden Falle als zuliissig er- 
scheinen. Denn es ist zweifellos, dafi die in den Keimpflanzen 
bis jetzt nachgewiesenen Produkte des Eiweibumsatzes, niim- 
lich Asparagin, Glutamin, Hexonbasen, Monoaminosauren usw., 
aus den Keimpflanzenextrakten durch Kupferhydroxyd nicht 
refiillt werden. Ubrigens kam es ja hier vorzugsweise darauf 
an, fiir die verschiedenen Objekte mit einander vergleichbare 
Zahlen zu gewinnen, Die aus diesen Bestimmungen sich ab- 
leitenden Zahlen sind in der nachfolgenden Tabelle znsammen- 
gestelit.!) 

Vom Gesamtstickstoff fallen 


auf Proteinstoffe auf nichtproteinartige 
Verbindungen 


In den ungexeimten Samen: 91,92°/0 8,08 °/o 
> >» 6 tigigen Keimpflanzen: 41,26°/o 58,74 °/o 
>  » 11 >» ‘ 25,16°%/o 74,84 °/o 
> » 15—16 > 19,74 Jo 80,26 °/o 


a] 


Aus diesen Zahlen ist zu schliefen, dab der Eiweibzer- 
fall in den ersten 6 Tagen der Keimung ein sehr intensiver 
war, wiihrend er sich spiiter verlangsamte. Die gleiche Er- 
scheinung ist bei Versuchen, die friiher in unserem Labora- 
torlum mit Lupinussamen ausgefiihrt wurden, hervorgetreten. 


') Die analytischen Belege fiir die Stickstoffbestimmungen lassen 


wir am Schlufi der Abhandlung folgen. 

















189 


Beitrage zur Kenntnis der Zusammensetzung etc. der Keimpflanzen. 





Allerdings war die Eiweifizersetzung in der ersten Periode der 


Keimung nicht immer so stark, wie im vorliegenden Falle. ') 
Die Keimpflanzen, mit denen wir hier experimentierten, hatten 
sich, wie friiher schon erwiihnt worden ist. besonders rasch 
entwickelt. 

Um zu berechnen, wieviel Eiweibsubstanz den Pfliinzchen 
verloren gegangen, und wieviel Arginin gleichzeitig in ihnen 
gebildet war, muf man selbstverstandlich das Mengenverhiiltnis 
beriicksichtigen, in welchem die 6tigigen, 11 tiigigen und 
15—16tagigen Keimpflanzen zu den Samen, aus denen sie sich 
sebildet hatten, stehen. Dieses Mengenverhiiltnis haben wir 
aus ihrem Stickstoffgehalt abgeleitet, indem wir die durch Ex- 
perimente geniigend gestiitzte Annahme?) machten, daf die in 
den Samen enthaltene absolute Stickstoffmenge wiihrend der 
Keimung eine Veranderung nicht erleidet. Die nach bekannten 
Regeln ausgefiihrte Berechnung, deren Einzelheiten wir hier 
nicht mitteilen, fiihrte zu den in der nachfolgenden Tabelle 
aufgefiihrten Zahlen. Wir bemerken dazu, dai der Eiweib- 
eehalt durch Multiplikation der nach Stutzers Verfahren fiir 
den «Proteinstickstoff» gefundenen Zahl mit dem Faktor 6 er- 
mittelt wurde und daf alle Prozentzahlen sich auf die schalen- 
freie Troeckensubstanz beziehen. 


1) In 6tagigen Keimpflanzen von Lupinus luteus, die in unserem 
Laboratorium friiher untersucht worden sind (man vergl. Diese Zeit- 
schrift, Bd. XXIV, S. 77), fielen nach dem Ergebnis der Analysen auf 
Proteinstoffe 58,80°/o, auf nichtproteinartige Verbindungen 41.20°/o des 
Gesamtstickstoffs; der Gehalt an Proteinstoffen war also hier bedeutend 
grofer als in den jetzt untersuchten 6tigigen Keimpflanzen. Dies er- 
klart sich wohl zum Teil aus den etwas ungleichen Vegetationsbedingungen ; 
es ist aber denkbar, daf\ auch ein ungleicher Gehalt an proteolytischem 
Enzym von EinflufS war. Daf die Differenz obiger Resultate nicht auf 
Versuchsfehler zuriickzufiihren ist, diirfen wir behaupten, da die fiir den 
Proteingehalt der beziiglichen Keimpflanzen mitgeteilten Zahlen aus 3 
bezw. 4 Bestimmungen abgeleitet worden sind. 

*) Wir verweisen auf die Abhandlung von N. Castoro, «Unter- 
suchungen iiber die Frage, ob die Keimung der Pflanzensamen mit einer 
Entwicklung von freiem Stickstoff verbunden ist» (Landw. Versuchs- 
stationen, Bd. 60, S. 41). 
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Es waren enthalten in Eiweifstoffe Arginin 
100 =Teilen ungekeimtem Samen 51,84 Teile 0.31 Teile 
87,7 Gtigiger Keimpflanzen 23,94 » 2,07 » 
85.55 > 5 , 14,16 » 2,69» 
RODD » 15—I16 » "> 11.10 » 3,04 > 


Subtrahiert man von der in den ungekeimten Samen 
enthaltenen Eiweifiquantitat die in den 6tigigen, 11 ti&gigen und 
15—16tigigen Keimpflanzen noch enthaltenen Eiweifimengen, 
so ergibt sich, wieviel EiweiBsubstanz wihrend der Entwick- 
lung der Pflinzchen durch Zerfall verloren gegangen ist. Um 
die gleichzeitig entstandenen Argininguantitiiten zu finden, muf 
man von den in den Pflainzchen verschiedener Entwicklung 
vorgefundenen Argininmengen diejenige Menge abziehen, die 
schon in den ungekeimten Samen enthalten war. Bei Aus- 
fiihrung dieser Berechnung gelangt man zu folgendem Ergebnis: 


In den aus 100 Teilen schalenfreier 
Samentrockensubstanz entstandenen 
Keimpflanzen 


waren verloren hatten sich 
gegangen gebildet 
Eiweifsubstanz Arginin 

Wiihrend ~~ 6tiigiger Vegetationsdauer 27,90 Teile 1,76 Tele 
» 11 * > 37,68 » 2.38 > 
15—16 » > O74 >» 2713 » 


Bei Diskussion dieser Zahlen ist darauf aufmerksam zu 
machen, dai die in den Keimpflanzen im ganzen zum Zerfall 
gelangte Eiweibmenge nicht genau mit der nach unserer Rechnung 
verloren gegangenen Quantitit tibereinstimmen wird; denn in 
den im Wachstum begriffenen Teilen der Pflinzchen findet ja 
auch wiithrend der Entwickelung im Dunkeln Eiweibbildung 
auf Kosten von Kiweibzersetzungsprodukten § statt; demnach 
mub die im ganzen zerfallene EiweiBmenge den Eiweifverlust 
ibersteigen. Doch findet, soviel wir wissen, in den bei Licht- 
abschluB vegetierenden Pfliinzchen die Neubildung von Eiweib 
nur in geringem Mabe statt. Der EiweifSverlust kann also doch 
einen Mafistab fiir den Eiweifzerfall geben, wenn auch die 
im ganzen zerfallene Kiweibmenge mit der verloren gegangenen 
nicht genau iibereinstimmt. Legt man diese Annahme zugrunde, 
so ergibt sich aus unseren Zahlen die bemerkenswerte Schlub- 
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folzerung, dab die Argininbildung mit dem Eiweifzerfall gleichen 
Schritt hielt: sie war sehr stark wiihrend der ersten 6 Tage 
der Keimung, verlangsamte sich dann aber bedeutend. Eine 
starke Stiitze fiir jene SchluBbfolgerung liefert ferner noch der 
von uns erbrachte Nachweis, dab die Argininbildung, ebenso 
wie die Eiweibzersetzung, mit dem 15. oder 16. ‘Tage der 
Keimung ihr Ende erreichte, oder doch spiter wenigstens nur 
noch in sehr geringem Mabe stattfand. 

Berechnet man, wie viel Arginin pro 100 Teile verloren 
gegangener Eiweifsubstanz in den Pfliinzchen gebildet worden 
war, so gelangt man zu folgendem Resultat: 


Auf 100 Teile verloren gegangener 
Kiweifsubstanz kommen 


In 6tigigen Keimpflanzen 6.31 Teile Arginin 
11 » » 6.32 » > 
15—16 > > 6.70 » > 


Im Mittel kommen auf 100 Teile verloren gegangener 
KiweiBsubstanz 6,44 Teile Arginin.') Die Differenzen der Einzel- 
zahlen lassen sich auf unvermeidliche Versuchsfehler zuriick- 
fiihren: denn weder die zum Zerfall gelangte Eiweilimenge 
noch die in den Pflanzchen entstandene Argininquantitat labt 
sich ganz genau bestimmen. 

Es ist von Interesse, mit dieser Mittelzahl (6,44 Teile) 
die Argininausbeute zu vergleichen, die man aus der Eiweib- 
substanz der Samen von Lupinus luteus bei der Spaltung mit 
Siituren erhalt. E. Schulze und E. Winterstein?) erhielten 
aus dieser Eiweifsubstanz 6,9°%/o Arginin. Da aber bei Aus- 
fiihrung der betreffenden Bestimmung Kossels_ iilteres Ver- 
fahren zur Trennung des Arginins und des Histidins angewendet 
worden war, so haben wir eine neue bestimmung ausgefuhrt. 
Fir dieselbe verwendeten wir ein nach Ritthausens Methode 

') Vom Stickstoff der verloren gegangenen Eiweifisubstanzen fanden 
sich 12,.5°/0 in dem bei der Eiweifizersetzung entstandenen Arginin 
wieder, Eine dhnliche Zahl (11,8°/o) fanden E. Schulze und E. Winter- 
stein (Diese Zeitschrift, Bd. XXXIII, S. 572) bei einer fast in der gleichen 
Weise ausgefiihrten Bestimmung, fiir welche 11—12tagige Keimpflanzen 
von Lupinus luteus als Objekt dienten. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 556. 
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unter Anwendung moglichst schwacher Natronlauge dargestelltes 
EKiweifipraparat. bei Darstellung dieses Priiparates wurden die 
mit Ather und mit Alkohol extrahierten und sodann auf das 
feinste zerriebenen Samen der gelben Lupine wiederholt 
mit sehr schwacher Natronlauge behandelt, um die in den 
Samen enthaltenen EiweiBsubstanzen so vollstindig wie mdg- 
lich in Losung zu bringen. Die alkalischen Extrakte wurden 
sodann mit Essigsiiture angesiuert, die dabei sich ausscheidenden 
Kiweibsubstanzen zuerst mit Wasser, dann mit Alkohol und 
Ather sorgfiiltig ausgewaschen und hierauf getrocknet; sie 
bildeten nun eine zerreibliche, schwach gelblich gefiirbte Masse. 
Kin abgewogenes Quantum dieses Materials wurde mit der 
zehnfachen Quantitét Salzsaiure 10 Stunden lang gekocht. Aus 
der dabei entstandenen Loésung fiillten wir die Basen durch 
Phosphorwolframsaure aus. Aus der bei Zerlegung des Nieder- 
schlages mittels Baryumhydroxyd erhaltenen Basenlésung_ iso- 
lierten wir dann das Arginin nach der Methode von Kosse! 
und Kutscher. Wir erhielten dabei folgendes Resultat: 


61,32 g der Eiweifsubstanz (wasserfrei in Rechnung gestellt) lieferten 


6.77% g Argininnitrat = 4,81 g oder 7,84°/o Arginin. 


Es ist anzunehmen, dab diese Zahl noch zu niedrig ist. ') 
Auch war das von uns verwendete EKiweifpraparat vermutlich 
nicht ganz rein. Wir haben daher auch noch berechnet, wieviel 
vom Stickstoffgehalt dieses Priiparates sich in der von uns 
isolierten Argininquantitaét wiederfand. Es zeigte sich, daB die 
von uns erhaltene Argininmenge 15,5°/o des Eiweibstickstolls 
einschloB.?) Die Argininausbeute war in diesem Falle also 
etwas grofer als die friiher erhaltene. Der Grund kann zum 
Teil in der Anwendung des verbesserten Trennungsverfahrens 
fiir Arginin und Histidin liegen: auberdem kann auch von Ein- 
flu} gewesen sein, daf in dem friiher ausgefiihrten Versuche 
das Argininnitrat nicht direkt gewogen, sondern zuvor in Ar- 

‘) Denn wir haben das Arginin aus der beim Kochen der Eiweil- 
substanz mit Salzsiure erhaltenen Liésung durch Phosphorwolframsaure 
ausgefallt, wobei bekanntlich ein kleiner Verlust sich nicht vermeiden lait 

*) Das von uns verwendete Eiweifpriparat enthielt 16,33°/o N 
(bestimmt nach Kjeldahls Methode). 
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gininkupfernitrat tbergefiihrt worden ist. Das letztere wurde 
zur Kristallisation gebracht und sodann von der in geringer 
Menge vorhandenen Mutterlauge betreit. Diese Operation be- 
dingt aber einen geringen Substanzverlust. 

Wie aus den im vorigen gemachten Mitteilungen sich 
ersehen lift, tibersteigt die pro 100 Teile verloren gegangener 
Eiweibsubstanz in den Keimpflanzen gebildete Argininmenge 
in keinem Falle diejenige Quantitat, die bei der Spallung der 
eleichen Eiweifsubstanz durch Salzsdéure sich erhalten lieB, sie 
blieb aber auch nicht sehr weit hinter dieser Quantitat zuriick. 
Volistiindige Ubereinstimmung der in dem einen und in dem 
anderen Prozef entstandenen Argininmengen war von vorn- 
herein kaum zu erwarten: denn, abgesehen von anderen Um- 
stiinden, muf es ja fiir modglich erklart werden, dal die 
Kiweibspaltung in den Keimpflanzen in ihrem Verlaufe nicht vollig 
mit derjenigen Spaltung tibereinstimmt, welche die Eiweifsub- 
stanzen beim Kochen mit Salzsiiure oder Schwefelsiure erleiden. 

Aus den im vorigen gemachten Mitteilungen ist zunichst 
mit Sicherheit zu schlieBben, dab das Arginin in den Keim- 
pflanzen nicht durch einen synthetischen Prozef, sondern aus- 
schlieBlich durch EiweiSspaltung entsteht. Auber der Lokali- 
silerung der genannten Base in den Kotyledonen spricht fur 
diese Annahme mit aller Entschiedenheit die Tatsache, dal die 
Argininbildung mit dem Eiweibzerfall gleichen Schritt halt und 
dab sowohl nach kiirzerer als nach liingerer Dauer der Keim- 
ung die in den Pfliinzchen entstandene Argininquantitét nicht 
viel von derjenigen abweicht, die aus den zum Verfall gelangten 
EiweiBstoffen sich bilden konnte. Wiire eine synthetische Bil- 
dung des Arginins auf Kosten irgend welcher Produkte des 
KiweiBumsatzes die Ursache fiir die Anhiufung der genannten 
Base in den Keimpflanzen von Lupinus luteus, so mute der 
Befund ein ganz anderer sein. Das Asparagin, welches als 
ein sekundires Produkt des EiweiBumsatzes zu betrachten ist 
und in den Keimpflanzen héchst wahrscheinlich durch Synthese 
sich bildet, findet sich im Gegensatz zum Arginin in den 
wachsenden Teilen der Keimpflanzen in grOBerer Menge vor, 
als in den Cotyledonen; auch findet noch starke Asparagin- 
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bildung statt, nachdem der Eiweifzerfall an Intensitat stark 
abgenommen oder sogar sein Ende erreicht hat. 

Ist nun die im = vorigen ausgesprochene Annahme_ fiir 
berechtigt zu erkliren, dann lassen sich aus den iiber die 
sildung des Arginins in den Keimpflanzen gemachten Beobach- 


tungen noch bemerkenswerte Sehlubfolgerungen in bezug auf 


den Verlauf der Eiweibzersetzung ableiten. Wir gehen dabei 
von der den heutigen Anschauungen ohne Zweifel entsprechenden 
Annahme aus, daf die Eiweibstoffe in den Keimpflanzen durch 
proteolytische Enzvme (Proteasen) gespalten werden. Es_ ist 
denkbar, dai dabei: durch ein trypsinartiges Enzym = zunachst 
Albumosen und Peptone gebildet werden, die dann spiiter lang- 
sam, aber nicht vollstiindig, in die kristallinischen Endprodukte 
der Spaltung (Monoaminosiuren, Hexonbasen etc.) tibergehen. 
Aus den von uns tiber die Argininbildung gemachten Beobach- 
tungen mul man aber schlieBen, daB wenigstens in den Keim- 
pflanzen von Lupinus luteus die Eiweifstoffe schon in der ersten 
Periode der Keimung einer energischen Zersetzung in kristal- 
lisierende Produkte unterliegen; denn schon in Keimpflanzchen, 
deren Vegetationsdauer nur wenige Tage betrug, fanden wir 
Arginin in betriichtlicher Menge vor: die Bildung dieser Base 
hielt tiberhaupt gleichen Schritt mit dem Eiweibzerfall. Dab 
aber neben Arginin auch Leucin, Tyrosin und andere kristal- 
linische Spaltungsprodukte in ganz jungen Keimpflanzen  auf- 
treten, ist friuher schon nachgewiesen worden. Dab ihre Quan- 
titit micht sehr gro} ist, laBt sich durch die Annahme erkliren, 
dah sie im Stoffwechsel der Pfliinzchen bald umgewandelt 
werden. Das Enzym aber, welches in den Lupinuskeimpflanzen 
diese energische Eiweibspaitung bewirkt, kann vielleicht dem 
im Tierkorper vorkommenden Erepsin an die Seite gestellt 
werden.!) Dab daneben noch ein peptonisierendes Enzym sich 
vorlindet, welches die Eiweibstoffe aufldst und ihre Zersetzung 
einleitet, mul tir moglich erklart werden. 

‘) In’ seinen interessanten Abhandlungen tber die pflanzlichen 
Proteasen nimmt auch S. H. Vines das Vorkommen von Enzymen, die 


dem tierischen Erepsin gleichen, in den Pflanzen an (Annals of Botany, 


Vol. XVIII, Nr. LXX, April 1904), 
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Warum das bei der Eiweifispaltung entstandene Arginin 


in den Keimpflanzen von Lupinus luteus nicht zum Verbrauch 
gelangt, das ist eine zurzeit kaum zu beantwortende Frage. 
Wenn bei der Umwandlung der primiren Eiweibspaltungs- 
produkte in den Keimpflanzen Enzyme mitwirken, so konnte 
man jene Erscheinung durch die Annahme erkliren, dai bet 
Lupinus luteus eine Arginase, d. h. ein das Arginin spaltendes 
Enzym fehlte oder sich doch nur in sehr geringer Quantital 
vorfand (volliges Fehlen eines solchen Enzyms braucht man 
nicht anzunehmen, weil es im Bereich der Méglichkeit liegt, dab 
ein kleiner Teil des bei der Eiweibspaltung entstandenen Ar- 
ginins auch in diesen Keimpflanzen zersetzt. wurde). 

Ob die grobe Verschiedenheit, die in bezug auf den Ar- 
giningehalt zwischen den Keimpflanzen von Lupinus luteus 
und denjenigen anderer Lupinusarten (Lupinus albus und an- 
gustifolius) hervorgetreten ist, lediglich auf die in ganz un- 
cleichem Mabe erfolgende Umwandiung des Arginins in den 
verschiedenen Keimpflanzen zuriickzuftihren ist, oder ob bei 
Lupinus luteus infolge der spezifischen Beschafienheit des 
vorhandenen proteolytischen Enzyms_ stiarkere Argininbildung 
erfolgte, als bei den anderen Lupinusarten, ist eine gleichfalls 
zurzeit nicht mit Sicherheit zu beantwortende Frage. 


Riickblick auf die Resultate. 


Durch die von uns ausgefiihrten Autodigestionsversuche 
mit Keimpflanzen von Lupinus albus haben die Ergebnisse der 
in unserer ersten Abhandlung beschriebenen Versuche gleicher 
Art eine Bestiitigung und eine Erginzung erhalten. Auch in 
den neuen Versuchen war die Zunahme der Argininmenge 
withrend der Autolyse relativ gering. Dies laBt sich durch die 
Annahme erkliren, daf die jungen Pfliinzchen in der Zeiteinheit 
nur eine kleine Quantitét von proteolytischem Enzym_ enthalten 
und da® die Wirksamkeit dieses Enzyms durch die in den Auto- 
digestionsversuchen zugesetzten Antiseptika abgeschwiicht wurde, 
Bei der Autolyse 3—4tiigiger Keimpflanzen von Lupinus luteus 
war die Argininbildung in einem Falle ebenfalls nur schwach, 
in einem anderen etwas stiirker: auch bei langer Dauer der 
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Autolyse blieb aber die Zunahme der Argininmenge doch hinter 
derjenigen zuriick, die in den lebenden Keimpflanzen von Lupinus 
luteus binnen 4 bis 5 Tagen erfolgte. Die Anhaéufung des Arginins 
in den Keimpflanzen dieser Lupinusart ist darauf zurtickzufiihren, 
dali hier das beim Eiweifzerfall entstandene Arginin im Stoff- 
wechsel der Pflanzchen entweder gar nicht oder doch nur sehr 
langsam verbraucht wird. 

Als bemerkenswert diirfen wohl die Resultate gelten, die 
wir bei Bestimmung des Arginingehaltes der Keimpflanzen von 
Lupinus luteus in ihren verschiedenen Entwicklungsstadien er- 
hielten. Wir fanden, dafi die Argininbildung mit dem EiweiBb- 
zerfall, dessen GroBe nach dem Eiweibverlust der Keimpflanzen 
beurteilt wurde, gleichen Schritt hielt. Offenbar erfolet der 
Kiweifizerfall in diesen Keimpflanzen nicht in der Weise, dal 
zundchst intermediiire Produkte (Albumosen und_ peptonartige 
Stoffe) sich bilden und dab diese dann spater langsam in die 
kristallinischen Endprodukte der Spaltung tibergehen, sondern 
es werden die Eiweibstoffe, bezw. die aus ihnen zuerst ent- 
standenen Albumosen und Peptone schon vom Beginn der 
Keimung an rasch in jene kristallinischen Endprodukte zerlegt. 

Diese Beobachtungen geben noch eine Stitze ftir die 
von E. Sehulze aus einer groben Anzahl von Tatsachen ab- 
geleitete Schlubfolgerung, dai in den Keimpflanzen das As- 
paragin als ein sekundires Produkt des Eiweibumsatzes auftritt. 
Die Bildung des Arginins, eines primiaren Eiweibzersetzungs- 
produktes, halt gleichen Schritt mit dem Eiweibzerfall; sie hort 
auf, wenn kein Eiweifi mehr zersetzt wird. Anders ist es mil 
dem Asparagin. Daf dieses Amid in manchen Fiillen noch 
in starkem Mabe sich bildet, wenn der Eiweifverlust der be- 
treffenden Pfliinzchen schon sein Ende erreicht hat, ist von 
E. Schulze schon vor liingerer Zeit nachgewiesen worden. ') 

Den von E. Schulze in bezug auf die Asparaginbildung 
ausgesprochenen Schlubfolgerungen, die schon durch die Arbeit 
von G. Balicka-Iwanowska?) eine Bestétigung erhalten haben, 

') Wir verweisen auf die von E. Schulze in dieser Zeitschritt, 
Bd. XXIV, S. 64—67, sowie S. 94, gemachten Angaben. 

2) Diese Arbeit ist schon in unserer ersten Abhandlung auf 8. 256 


von uns zitiert worden. 
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hat vor kurzem auch D. Prianischnikow!) zugestimmt. Er 
stiitzt sich dabei auf die von ihm an Keimpflanzen gemachten 
Beobachtungen, insbesondere auf die Wahrnehmung, dal in 
den Pfliinzchen die Asparaginbildung einen anderen Verlauf 
nimmt, als der Eiweifizerfall. Auch einige von E. Godlewski?) 
beim Studium der intramolekularen Atmung der Pflanze gemachte 
Beobachtungen stehen im Einklang mit jenen Schlubfolgerungen. 


Analytische Belege. 


Wir geben im folgenden die analytischen Belege fiir die 
nach der Methode von Kjeldahl ausgeftihrten Stickstoffbestim- 
mungen. Fur eine jede Bestimmung wurde in der Regel 1 g 
des lufttrockenen Materials verwendet. Wir geben in der nach- 
folgenden Tabelle nur die diesem Quantum entsprechende 
Trockensubstanzmenge an (fur 2 bestimmungen wurden etwas 
grofere Substanzmengen verwendet). 


A. Bestimmung des Gesamtstickstoffs. 


Angewendet Gefunden 
g Trockensubstanz g N °'o N 
. ; { 0.8803 0,08294 9,42 
Samen, entschilt \ 0.8803 0.08264 9 38 
ictal dell { 1,0335 0.1051 10,45 
6tagige Keimpflanzen 11,0521 0.11065 10.50 
> > 0.9352 0.1025 10,95 
neds ( 0.9219 010464 = 11,33 
lb—16 » . \ 0.9219 0.10464 11,35 


B. Bestimmung des Proteinstickstoffs nach Stutzers Methode. 


Angewendet Gefunden 
gs Trockensubstanz oe N %y N 
f O.8803 0.07617 8.6) 


Samen, entschialt 


\ 0.8803 0.07603 8,63 








| 0.9286 0.04088 £4) 
6tigige Keimpflanzen 0, 9286 0.04167 4,47 
| 0,9286 0,04128 4,44 

{ 90,9352 0).02578 2,76 

= 10,9352 002564 2,74 

: { 0,9219 0.02065 2,24 
15—16 ' \ 0.9219 002065 2,24 


') Berichte der Deutsch. 


ictan. Gesellschaft, 1904, Bd, 22, 5S. 35. 
*) Anzeiger d. Akad. d. Wiss. in Krakau, 1904, 115. 
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Den fiir die vorstehenden Bestimmungen verwendeten 
Keimpflanzen hafteten kleine Quantitéten von Sand an, da der 
letztere sich durch Abspiilen mit Wasser nicht ganz vollstiindig 
von den Pflanzchen entfernen laBt. Wir bestimmten den Sand- 
gehalt der Pfliinzchen nach békannter Methode und berechneten 
sodann den Stickstoffgehalt der sandfreien Keimpflanzentrocken- 


substanz. Dabei ergaben sich folgende Zahlen: 
6 tagige Pflinzchen 10,72°/o Gesamtstickstoff u. 4,55 °/o Proteinstickstoff 
i 11,28 °/o ; 2,83 °/o > 

15—16  » 11.67 °/o > 2.30 °o . 











Darstellung und Analyse einiger Nucleinsauren. 
(Siebente Mitteilung.) 


Von 


P. A. Levene. 


(Aus der physiologis¢h-chemischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der New-Yorker Staatskrankenhiuser.) 


(Der Redaktion zugegangen am &. September 1904.) 


In der zweiten Mitteilung «zur Darstellung und Analyse 
einiger Nucleinsauren» habe ich angegeben, daf} es mir bei 
der hydrolytischen, Spaltung der Milz- und Pankreasnuclein- 
siiure nicht gelungen war, ein Phenylhydrazon der Liavulin- 
siiure darzustellen. Die Farbenreaktionen der Siure wurden 
hingegen wohl erhalten. Nun hat aber kirzlich Inouye aus 
der Nucleinséure der Rindermilz und aus derjenigen der Stier- 
hoden das Silbersalz der Liivulinsiiure dargestellt. Inouye 
hat aber seine Nucleinsiiuren nach dem Verfahren von Neu- 
mann gewonnen, bei welehem bekanntlich die Substanz mit 
Alkohol gefiillt wird. Dabei ist es wohl nicht ausgeschlossen, 
dah Kohlehydrate, hauptsachlich Polysaccharide, mitgerissen 
werden kOnnen. Nach meinem zweiten Verfahren werden aber 
die Nucleinsiuren ganz ohne Anwendung von Alkohol dar- 
gestellt, und es schien mir nicht unmodglich, dali darin die 
Ursache des Fehlens der Livulinsiiture bei der Spaltung der 
Substanz zu suchen war. 

Ich hielt es deswegen fiir ratsam, die nach meinem Ver- 
fahren dargestellten Priiparate auf Liivulinsiéiure zu untersuchen 
und dabei nicht die Phenylhydrazinmethode zu benutzen, son- 
dern die Darstellung des Silbersalzes zu versuchen. 





P. A. Levene, 



























Milznucleinsiure 
wurde nach dem zweiten Verfahren dargestellt, wiederholt 
aufgelOst und niedergeschlagen, und schlieblich in das Kupfer- 
salz umgewandelt. 7 g der Substanz wurden drei Stunden auf 
kochendem Wasserbade mit 100 ccm 25°/oiger Schwefelsiiure 
erhitzt. Nach dem = Erkalten wurde die SchwefelsiurelOsung 
mit Ather ausgezogen. Der Auszug wurde abdestilliert und 
die wasserige LOsung zur Darstellung des Silbersalzes benutzt. 
Die Reaktionen mit Jodjodkaliumlosung und mit Nitroprussid- 
natrium fielen positiv aus. 
Das Silbersalz wurde einmal aus Wasser umkristallisiert. 
0.1309 ¢ der Substanz gaben 0,0638 ¢g Ag. 
Fur C,H,O,Ag 
Berechnet Gefunden 
Ag = 48,43°%Jo 48,74 %o 


Pankreasnucleinsiiure. 


Die Siiure war in derselben Weise dargestellt und ge- 
reinigt, schhieBlich in das Natronsalz tibergeftihrt. 

&g des Salzes wurden mit 100 cem 25°/oiger Schwefel- 
siiure wie die Milzsiiture behandelt. Die wiisserige LOsung des 
Atherauszuges gab die Reaktionen mit Jodjodkalium und mit 
Nitroprussidnatrium § positiv. 

Das Silbersalz, einmal aus Wasser umkristallisiert, gab 
die folgenden Zahlen: 

0.1530 ¢ der Substanz gaben 0,0753 g Ag. 
Kir CoH.O,Ag 
Berechnet Gefunden 
Ag = 48,43°'o £8.56 8/0 


Hodennucletnsiture. 


Die Siture wurde in derselben Weise dargestellt und 
rereinigt. 

EKtwa 10 ¢@ der Siiure wurden mit 100 cem 259%/oiger 
Schwefelsiiure erhitzt und der Atherauszug in tblicher Weise 
behandelt. Die Reaktionen mit Jodjodkalium und Nitroprussid- 


natrium fielen positiv aus. 
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Das Silbersalz wurde einmal aus Wasser umkristallisiert. 
0,1270 g der Substanz gaben 0,613 g Ag. 
Fiir C,H,O,Ag 
Berechnet Gefunden 
Ag = 48 43°10 (8.11 °/o 
Bei der ersten Analyse der Hodennucleinsiiure wurde die 
Substanz nicht auf Livulinsiiure untersucht. 


Hirnnucleinsiiure. 


Auch bei dieser Substanz war keine Angabe iiber die 
Liivulinsiure gemacht worden. Die Siiure wurde in  tiblicher 
Weise dargestellt. Etwa 15 ¢@ der Substanz (nicht ganz trocken) 
wurden mit 150 eem 25°/oiger Schwefelsiiure auf dem kochenden 
Wasserbade erhitzt. 

Die wasserige Losung des Atherauszuges gab positive 
Reaktionen mit Jodjodkalium und mit Nitroprussidnatrium. 
Das Silbersalz wurde einmal aus Wasser umkristallisiert. 

0.1520 ¢ der Substanz gaben 0,0645 g Ag. 
Fir C,H,0,Ag 
Berechnet Gefunden 
Ag 48,43 °/o 48,86 "Jo 

Die Lebernucleinséure wurde nicht untersucht, da es ge- 
lang, aus dieser Substanz ein Phenylosazon mit einem Schmelz- 
punkt von 205° C. darzustellen. 

Diese Versuche wurden mit Unterstiitzung der Carnegie 
[Institution of Washineton ausgefiihrt. 


Literatur, 


K. Inouye, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 117. 
Levene, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 402 














Uber Desamidoalbumine. 
Von 
S. Levites (St. Petersburg). 


Der Redaktion zugegangen am 9. September 190+.) 


Man nimmt als feststehende Tatsache an, dab, wenn 
salpetrige Siure, resp. Alkalinitrit -- Essigsiure auf Protein- 
stoffe einwirken, Stickstoff aus dem Proteinmolekiil frei wird. 
Ks entstehen KOrper von geringerem Stickstofigehalt, als die 
Ausgangsproteinstoffe. Derartige Korper bezeichnet man als 
Desamidoalbumin (Schiff), beziehentlich Desamidonitrosopepton 
(Paal). Schiff hat weiterhin auf eine wichtige Eigenschaft 
der Desamidoalbumine aufmerksam gemacht, niimlich auf dus 
Fehlen der Biuretreaktion bei diesen Kérpern. Zwar stand der 
Befund von Schiff im Widerspruch mit den gleichzeitigen 
Untersuchungen von Paal, nach welchem siimtliche von ihm 
dargestellte Desamidopeptone eine positive Biuretreaktion geben: 
indes gab Schiff bald eine Erklirung, auf welche wir hier 
nicht niher eingehen wollen. 

Ks friigt sich nun, welches von den Stickstoffatomen bei 
der genannten Reaktion fret wird? Man kann zunichst vermuten, 
dab es der sogenannte Ammontak- oder Amidstickstoff ist.’) 

Man nimmt an, dab die Reaktion im Sinne_ folgender 
Gleichung verlauft 

R — NH, + NO. OH = 2N + H,O + R — OH. 

Nach Nasse und Hausmann handelt es sich hier um 
CONH,-Gruppen. Nach Sehiff miiBten von solchen Gruppen 
mindestens zwet im Eiweibmolekiil vorhanden sein. 

Aus dem Gesagten geht hervor, dab, wenn die oben er- 
wihnte Vermutung richtig wiire, die sogenannten Desamido- 


1) Vergl. Cohnheim, Chemie der Eiweifikirper, 1900, 5. 64. 
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albumine frei von «Amidstickstoff» sein miiBten. Da aber ein 
direkter Beweis dafiir noch fehlt, so habe ich mir die Aufgabe 
gestellt, die Desamidoalbumine in dieser Hinsicht zu untersuchen. 
Die Arbeit ist noch nicht abgeschlossen und es soll ftir dieses 
Mal nur ber die Eigenschaften der Desamidokérper und iiber 
deren Amidstickstoffgehait berichtet werden. 

Untersucht wurden Desamidoalbumin aus Eieralbumin, 
frei von Globulinen und Ovomucoid, Desamidocasein aus kiiuf- 
lichem Casein von Griibler (nach Hammarsten) und Des- 
amidoglutin aus gereinigter Gelatine durch Macerieren in ver- 
diinnter Lauge und Essigsiture und dann durch anhaltendes 
Kochen in die nicht gelatinierende Form iibergefiihrt. 


Desamidoalbumin. 


Das Desamidoalbumin wurde nach den Angaben von 
Schiff hergestellt. Eine verdiinnte Eiereiweiblosung wird mit 
soviel Natriumnitrit versetzt, dab auf je 1¢@ Eiweif anniihernd 
| @ Alkalinitrit kommt, sodann wird das etwa auf 40° er- 
wirmte Gemisch mit verdiinnter Essigsiiure tropfenweise versetzt. 
Unter heftigem Schaumen entsteht ein strohgelber Niederschlag. 
Das Reaktionsgemisch wird auf mehrere Stunden sich selbst 
iiberlassen und dann einer mehrtégigen Dialyse unterworfen, 
filtriert, der Niederschlag ausgewaschen, in Alkohol iibertragen, 
nach dem AbgieBen des Alkohols mit Ather versetzt, schlieb- 
lich im Vacuum tiber Schwefelséiure getrocknet. Die gut ge- 
troecknete Substanz ist von orangegelber bis rotgelber Farbe. 
Schiff behandelt noch den Niederschlag mit 10°/oiger lauawarmer 
Salzsiiure. Diese Operation hielt ich fiir nicht ganz zweck- 
miiBig, weil der frische feuchte Niederschlag nicht ganz un- 
lOslich in Salzsiiure ist. Das so erhaltene Praparat entspricht 
in seinen Eigenschaften dem von Schiff dargestellten. Es ist 
in verdiinnten Mineralsiiuren unldslich, ebenso in Alkali- 
karbonatlOsungen, atzende Alkalien lOsen es nur langsam 
auf; durch Hundemagensaft wird es schwer, aber vollstandig 
verdaulich. Nur eine Abweichung war vorhanden: die von 


mir hergestellten Praparate gaben bei richtiger Behandlung 
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eine deutliche Biuretreaktion, ebenso deutliche Millon- 
sche Reaktion. Der Stickstoffgehalt ist aus der folgenden kleinen 
Tabelle zu ersehen. 


(Gresamtstickstoff Ammoniakstickstoff 
in Prozenten in Prozenten in Prozenten 
der Substanz der Substanz des Gesamtstickstoffs 
Ausgangsmaterial 14.81 138 8,98 
Desamidoalbumin: 
Priiparat | 14,14 1,53 10,82 
[| 14,12 1.43 10,20 
> II] 14,24 - 


Die Bestimmung des Stickstoffs wurde hier, wie bei den 
weiter unten beschriebenen Praparaten, nach Kjeldahl! ausge- 
fuhrt: der Ammoniakstickstoff durch 12sttindiges Kochen von 
1,25—1,5 g Substanz mit 25 ccm konzentrierter Salzsaéure und 
Destillation mit Magnesia. Das Destillat wird vor dem Titrieren 
autgekocht. 


Desamidocasein. 


Dieses Priparat wurde folgendermaben dargestellt. Etwa 
10 ¢ Casein wurden mit der gleichen Gewichtsmenge Kalium- 
nitrit und wenig Wasser anhaltend zu einem Brei verrieben, 
sodann in ein geriumiges Becherglas hineingesptlt, mit Wasser 
verdtinnt und auf einem Wasserbade erwiarmt. 

Die Reaktion tritt unter heftigem Schaumen ein, die 
Fliissigkeit fiirbt sich voriibergehend, bis sie schlieblich eine 
bleibende schwarzgriine Farbe annimmt. Das Aufhoren des 
Schiiumens deutet auf das Ende der Reaktion; sobald dies 
eingetreten ist, ruft ein weiterer Zusatz von Alkalinitrit keine 
bemerkbare Anderung hervor. Die abgekiihlte Fliissigkeit wird 
mit wenig verdiinnter Essigsiiure oder mit tiberschiissigem 
Alkoholiither versetzt, wobei ein griiner flockiger Niederschlag 
ausfiillt. Der feuchte Niederschlag wird in Wasser verrieben 
und der Dialyse unterworfen, sodann auf dem Filter gesammelt, 
mit Alkoholither nachgewaschen und im Vacuum getrocknet. 
Der gut getrocknete Niederschlag ist olivengriin gefirbt. In 
iitzenden Alkalien wie in Alkalikarbonat und Ammoniak ist er 
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schwer, aber vollsténdig léslich, in miibig verdiinnten Siiuren 
unloslich. Durch Hundemagensaft wird er bis auf einen kleinen 
Rest verdaut. Er gibt deutliche Biuretreaktion und Millonsche 
{eaktion. 


Gesamtstickstoff Ammoniakstickstoff 
in Prozenten in Prozenten in Prozenten 
der Substanz der Substanz des Gesamtstickstoffs 
Casein 15.00 1.58 10,53 
Desamidocasein: 
Praparat | 13,98 1.63 11,66 
I 14,09 1.72 12,20 


Desamidoglutin. 


Darstellungsmethode wie bei Desamidoalbumin. Die dialy- 
sierte Flussigkeit wird auf dem Wasserbade bis zum Sirup 
eingedampft, mit Alkoholither versetzt und im Vacuum ge- 
trocknet. Die gelblich gefiirbte Substanz ist in Wasser leicht 
loslich. ‘Tannin, Essigsiiure und Quecksilbersalze rufen Nieder- 
schlage hervor. Deutliche Biuretreaktion. 


Gesamtstickstoff Ammoniakstickstofl 
in Prozenten in Prozenten in Prozenten 
der Substanz der Substanz des Gesamtstickstoffs 
Glutin 17.78 0.33 1&5 
Desamidoglutin 16,60 O31 1.86 


Wie wir gesehen haben, bleibt der Amidstickstoff bei allen 
untersuchten Korpern fast unverindert, haufig finden wir ihn 
sogar grOBer, trotzdem der Gesamtstickstoff betrachtlich abnimmt. 
Diese Untersuchungen jehren, dab das Vorhandensein von 
CONH,-Gruppen im Proteinmolekiil noch als unbewiesen zu_be- 
trachten ist, und ebenso die Zuriickfiihrung der Biuretreaktion 
auf das Vorhandensein derartiger Gruppen. 

Wenn es auch gelungen wiire, aus dem Proteinmolekiil 
den Amidstickstoff auf irgend eine Weise abzuspalten, so wiirde 
dadurch die Biuretreaktion doch nicht zum Versclhwinden 
sebracht sein, denn wir kennen heute Proteinstoffe, bei denen 
der Amidstickstoff giinzlich fehlt und trotzdem eine positive 
Biuretreaktion vorhanden ist, wie es z. B. bei Scheermessers 
Pepsinglutinpeptonen der Fall ist. 
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Herrn Dr. E. London, Chef der Abteilung fur allgemeine 
Pathologie am Kaiserl. Institut fiir experimentelle Medizin zu 
St. Petersburg, modchte ich an dieser Stelle meinen besten 
Dank aussprechen fiir seine liebenswiirdige Untersttitzung bei 
der Ausfiihrung dieser Arbeit und ihrer weiteren Fortsetzung. 


Literatur. 


Schiff, Ber. Ber., 1896, Bd. 29 und 31. 
Paal. Ber. Ber., 1896, Bd. 29. 
Hausmann, Diese Zeitschrift, 1900. 
Scheermesser, Diese Zeitschrift, Bd. XLL 


St. Petersburg, August 1904. 








Uber die Wahrscheinlichkeit der Identitat des Phylloerythrins 
und Cholehamatins. 
Von 


LE. Marchlewski. 


(Vorgelegt der Akademie der Wissenschaften zu Krakau am 6. Juni 1904 


(Der Redaktion zugegangen am 20. September 1904. 


Unter den bekannten Farbstoffen, die in der Galle vor- 
kommen, ist Cholehiimatin der am wenigsten studierte, was 
seinen Grund darin hat, dab die Isolierung desselben auf grobe 
Schwierigkeiten st6obt. Unsere diesbeziiglichen Kenntnisse ver- 
danken wir Hoppe-Seyler, Heyvsius und Cambell,') Maec- 
Munn?) und Gamgee.*) Die ersteren untersuchten  haupt- 
siichlich das optische Verhalten des Cholehiimatins, wahrend 
Gamgee definitiv zeigte, dab frische Galle von Ochsen oder 
Schafen den Farbstoff als Chromogen enthilt, welches unter 
der Einwirkung des Sauerstoffs der Luft das Cholehimatin 
selbst liefert. Ich bin Herrn Prof. Dr. A. Gamgee F. R.S. zu 
Danke verptlichtet fir den Hinweis auf das, allenfalls selten 
zitierte, Cholehimatin, sowie auch fiir den Gedanken, dab 
moglicherweise dieser Farbstoff mit dem von mir. isolierten 
Phylloerythrin identisch ist, welches letztere als Umwandlungs- 
produkt des Chlorophylls im tierischen Organismus zu betrachten 
ist. Es set mir gestattet. an dieser Stelle einen Passus des 
am 10. Marz dieses Jahres an mich gerichteten Briefes des 
Herrn Gamgee mitzuteilen: «<I have always had the conviction 
that cholehaematin is not a derivative of haemoglobin hut of 
chlorophyll and now after your work on phylloerythrine [am 
more persuaded than ever. It, [am sure, is a product of animal 

') Pfligers Archiv, Bd. IV, S. 540. 

*) Tne spectroskope in Medicine, London 1880, 


‘) Die physiologische Chemie der Verdauung ete., Leipzig 1897, 5. 346 
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metabolic processes acting on chlorophyll, whereas it is quite 
possible that) phylloervthrin) and Schuncks scatocyanin are 
products of the action of the digestive juices on = chlorophyll. 


In the first place there is the fact that cholehaematin is only 


found in the bile of the herbivora, and so far as I know only 
in the bile of the sheep and ox. The bile of the horse does 
not contain it, though I have never had the chance of examining 
the bile of horses fed entirely on grass. It would he strange 
if of the grass eating animals the ox and the sheep were the 
only creatures whose bile contained it. In the second place 
there is a very remarkable resemblance between the spectrum 
of cholehaematin and that of your new body. 

In the third place Mac-Munn who gave the name chole- 
haematin to the substance, because he believed it to be a deri- 
vative of haematin, found that the body when treated with sodium 
amalgam yielded a substance with a spectrum very closely 
resembling that of haematoporphyrin. In the light of your 
researches, it is infinitely probable that this was phyllopor- 
phyrine. » 

Die Absorptionsspektra der beiden genannten Farbstoffe 
sind in der Tat fiuBerst iihnlich, wie aus der folgenden Zu- 
sammenstellung ersichtlich ist: 

Phylloerythrin in Chloroform Cholehimatin 


(Marchlewski (Mac-Munn und Gamgee) 


Band I: A 642 — 640 Band [: A — 649 (Zentrum) 
fi: ,.——8@96 — 5s >» Il: A—613 — 585 
> ied? 577 — 557 >» Ill: \—977,5 — 561.5 


>» IV: A 536 — 515 » TV: A— 5387 — 5215 


Auf Grund dieser Ahnlichkeit der Spektren war es mir 
interessant, Phylloerythrin und Cholehimatin direkt zu vergleichen. 
Der Inhalt mehrerer Gallenblasen von Schafen, welche 
ausschlieblich mit frischem Grase gefiittert waren, wurde im 
Laufe von zwei Tagen der Wirkung der Luft ausgesetzt und 
sodann nach dem Verdiinnen mit etwas Wasser direkt spektro- 
skopisch untersucht. Bemerkt wurden vier Binder. Das erste 
war sehr schlecht definiert, der mehr gebrochene Rand ent- 
ate 


spricht der Wellenlinge 635, die Lage des zweiten Randes zu 
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bestimmen, erwies sich undurchfiihrbar, infolge der mehr oder 
weniger starken totalen Absorption der roten und orangen 
Strahlen. Das zweite band entspricht den Wellenlingen X 

611 — 585.5, das dritte A — 577 — 563 und das vierte 


\ — 934,59 — D2: 

Sodann wurden Chloroformausziige der an der Luft oxy- 
dierten Gallen untersucht. Dieselben wurden dhnlich, wie Mae 
Munn vorging, dargestellt. Die Gallen wurden zuniichst mit 
Essigsiiure angesiiuert, mit absolutem Alkohol versetzt. filtriert, 
und das Filtrat mit Chloroform extrahiert. 

Der Chloroformextrakt besab eine olivbraune Farbe mit 
rotlichem Stich. Der Vergleich dieser L6sung mit der von 


Phylloerythrin in Chloroform erwies, dali die Absorptionsspektra 


nahezu identisch sind. Folgende Binder wurden in beiden 
Losungen bemerkt. 
Phylloerythrin Cholehimatin 
Band I: \’—638 (Anfang des Bandes) \ — 637 (Anfang des Bandes) 
>» Il: A’\— 604 — d582 4 — 603 — 580 
ll: X — 572 — d5d9 hk — 570 — 568 
IV: \— 532 — 517 A — 930 — ald 


Die Biinder des Cholehamatins erscheinen dem Roth ein 
wenig niiher gelegen zu sein, als die des Phylloerythrins. Nach 
ihrer Intensitiit kOnnen die Biinder in beiden Fallen in folgender 
Reihenfolge geordnet werden: Ill, Il, IV, 1, das erste Band ist 
das schwichste. 

Aus obigem ist ersichtlich, daB die Ahnlichkeit der optischen 
Kigenschaften beider Farbstoffe in der Tat frappant Ist. Es 
wurde aber auch ein Unterschied bemerkt, der vielleicht jedoch 
gegen die Identitéit des Cholehimatins mit dem Phylloerythrin 
nicht sprechen kann. Ich fand niimlich, dab obige Cholehamatin- 
lOsung aufer den vorher erwahnten Bandern noch ein finftes 
aufwies, welches den Wellenlingen A — 504 — 484 entsprach. 
Mac-Munn bemerkte ein solehes in den rohen Gallenlésungen, 
erwithnt es aber nicht bei der Besprechung des optischen Ver- 
haltens der halbwegs gereinigten Cholehiimatinehloroformlosung. 
Ks ist daher ganz gut modglich, dafi meine CholehimatinlOsung 
nicht so weit gereinigt war, wie die von Mac-Munn_ unter- 


* 






































210 LL. Marchlewski, Uber die Identitat des Phylloerythrins ete. 


suchte, sie konnte beispielsweise Urobilin enthalten, welches in 
der genannten Region ein Band erzeugt. 

Besonders gespannt war ich auf das Resultat der Unter- 
suchung der Absorptionsverhiltnisse beider Farbstoffe im Ultra- 
violett, da gerade die Absorptionen in dieser Region fiir die 
butfarbstoff- und Chlorophyliderivate iuberst charakteristisch sind. 
Phylloerythrin wird, wie ich bereits gezeigt habe,!) durch zwei 
Binder charakterisiert, von denen das breitere und dunklere 
vor der kg-Linie gelegen ist. wahrend ein anderes schmileres 
und schwiicheres hinter derselben zu liegen kommt. Cholehamatin 
verursacht anologe Absorptionen, aber das dunklere und breitere 
Band befindet sich hinter der kg-Linie. (Eine Reproduktion der 
erhaltenen Photographien findet sich meimer Mitteilung im bull. 
intern. de VAeademie des Sciences de Cracovie, Juin 1904 
beigelegt). Also auch hier finden wir kleine Differenzen, welche 
vielleicht auch nur durch Verunreinigungen verursacht werden. 

Die Identitéit des Cholehéimatins mit dem Phylloerythrin 
ist nach obigem hoehst wahrscheinlich, aber nicht absolut sicher 
cestellt. Ein sicherer Beweis kann nur erbracht werden, wenn 
es gelinet. beide in reinem Zustande dargestellte Substanzen 
miteinander zu vergleichen. Die Aufgabe, das Phylloerythrin 
rein kristallinisch zu erhalten, ist von mir gelést worden. Mit 
dem Cholehiimatin wird sich diese Aufgabe viel schwieriger 
vestalten. So weit ich schiitzen kann, wire es nétig, Tausende 
von Schafgallen zu verarbeiten, um geniigendes Material zu ver- 
schaffen eine Aufeabe, die derzeit fiir mich unausfiihrbar ist. 
Ks soll jedoch versucht werden, durch Vermittelung von Gallen- 
fisteln das nétige Material, unter Verwendung von nur wenigen 
Versuchstieren, zu verschaffen, wobei gleichzeitig die Abhangig- 
keit der) Cholehiimatinbildung von der Natur der Nahrung 
erforscht werden soll. Uber die erhaltenen Resultate werde ich 


auch an dieser Stelle Mitteilung machen. 


Krakau, im September 1904. 


Bull. autent. de Acad. des Sciences de Cracovie, 1903, p. 638. 











Uber das Vorkommen von Ricinin in jungen Ricinuspflanzen. 
Von 
E. Schulze und E. Winterstein. 


(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich. 


(Der Redaktion zugegangen am 23. September 1904 


Im Jahre 1897 machte der eine von uns eine kurze, nur 
vorliiufige Mitteilung!) iiber eine leicht kristallisierende stick- 
stoffreiche Substanz, welche neben Glutamin und Arginin 
in den Keimpflanzen von Ricinus communis. sich findet; sie 
wurde in jener Mitteilung als Ricidin bezeichnet. Diese Sub- 
stanz schien in der Zusammensetzung und im Verhalten mit 
keiner bis dahin beschriebenen Verbindung tibereinzustimmen. 
Auf Grund unseres heutigen Wissens mul sie aber fiir identiseh 
mit einem Bestandteil der Ricinussamen, dem Ricinin, er- 
klirt werden. Das Ricinin, entdeckt von Tuson,?) ist spiiter 
von Soave*®) und ganz vor kurzem von Maquenne und 
Philippe‘) untersucht worden. Die zuletzt genannten Autoren 
geben ihm die Formel C,H,N,O,. Mit dieser Formel stimmen 
die in der zitierten Mitteilung von uns auftgefiihrten Resultate 


unserer Elementaranalysen®) ebenso gut tiberein, wie mit der 


') Berichte der D. Chem. Gesellschaft, Bd. 30, S. 2197. 
2) Jahresbericht tiber die Fortschritte der Chemie, 1864, S. 157. 
5) Chemisches Zentralblatt, 1895, Bd. I, S. 8d3 Die Original- 
abhandlung findet sich in einer italienischen Zeitschrift. 
*) Compt. rend., Bd. 138, 5S. 506, sowie Chem. Zentralblatt, 1904, 
Bd. I, S. 896. 
®) Da in der vorliufigen Mitteilung die analytischen Belege nicht 
mitgeteilt worden sind, so lassen wir sie hier folgen: 
C- und H-Bestimmungen: 
1. 0.2741 g Substanz gaben 0.5849 g CO, und 0.1269 g H,O 
2 (0.1699 » > > 0.3632 >» > O.08S1L0 » > 
N-Bestimmungen: 
1. 0.2017 g Substanz gaben 32,2 ccm Gas bei 720 mm Druck und 22° 
= 0.03451 g¢g N 
2. 01615 g Substanz gaben 26,0 ccm Gas bei 720 mm Druck und 22° 
- 0.02786 2 N. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIII 
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damals von uns gegebenen Formel C,,H,,N,0,, wie aus der 
nachfolgenden Zusammenstellung sich ersehen 1liabt: 


Gefunden Berechnet *) 
1. 2. fiir C,H,N,O, fiir C,,H,,N,O, 
C 58,20 58,44 58,49 58,27 °/o 
H 515 5.31 4.92 5,31 °/» 
N 17,11 17,25 17,11 17,04°/0 
Oo — — 19,48 19,38 °/o 


Beim Erhitzen mit Alkalien liefert das Ricinin nach den 
Angaben der oben genannten Autoren neben Methylalkohol 
ein in Wasser sehr schwer lésliches Spaltungsprodukt, die 
Ricininsiiure, C,H,N,O,. Wir erhielten diese Saure auch 
aus der aus den Ricinuspflanzen von uns isolierten Stickstoff- 
verbindung; sie kristallisierte aus der Lésung in kochendem 
Wasser in gliinzenden Kristallnadeln, die in kaltem Wasser 
sehr wenig léslich waren. Die Stickstoffbestimmung lieferte 
folgendes Resultat: 

0.2710 g Substanz gaben 45,5 ccm Gas bei 13° C. und 720 mm Druck 

0,050903 g oder 18,78°/o N (die Theorie verlangt 18,70°/o N). 

Den Schmelzpunkt des aus den Ricinuspflanzen darge- 
stellten KOrpers haben wir in der vorliiufigen Mitteilung zu 
193° angegeben, was von der von Soave (loc. cit.) fiir den 
Schmelzpunkt des Ricinins gemachten Angabe (194°) nur un- 
wesentlich abweicht. Der Schmelzpunkt unseres Priaparates 
konnte aber durch wiederholtes Umkristallisieren dieses Pra- 
parates aus Wasser und aus Chloroform auf den von Maquenne 
und Philippe (loc. cit.) angegebenen Betrag (201,5° korr.) ge- 
steigert werden. Da ferner unsere Substanz sowohl im Aussehen 
wie im Verhalten gegen LOsungsmittel (Wasser, Alkohol und 
Chloroform) mit dem aus Ricinussamen in kleiner Menge von uns 
dargestellten Ricinin tibereinstimmte, so kann an ihrer Identitat 
mit letzterem nicht gezweifelt werden. Demgemi&8 lassen wir 
den friiher von uns in Anwendung gebrachten Namen «Ricidin» 
fallen und ersetzen ihn durch «Ricinin». 


') Obige Zahlen sind unter Zugrundelegung der durch internationale 
Vereinbarung angenommenen Atomgewichtszahlen berechnet und weichen 
daher ein wenig von den in unserer vorlaufigen Mitteilung angegebenen 
Zahlen ab. 
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In der vorliiufigen Mitteilung beschrieben wir eine Reaktion 
des Ricinins, die an die sogenannte Murexidreaktion der Harn- 
siure erinnert. Wenn man Ricinin kurze Zeit mit konzen- 
trierter Salpetersiure erhitzt und die mit Wasser verdiinnte 
Losung sodann in einem Schialchen im Wasserbade eindunstet, 
so bleibt ein gelblich gefiirbter Riickstand; bringt man auf 
denselben einen Tropfen verdiinnter Ammoniakfliissigkeit, so 
farbt er sich im Umkreis des Tropfens nach kurzer Zeit rot 
mit einem Stich ins Violette; setzt man nach dem Eintrocknen 
der Fliissigkeit Wasser zu, so bildet sich, wiihrend eine un- 
gefairbte Substanz ungelést bleibt, eine rote Losung, deren 
Farbung grobe Bestandigkeit zeigt. Wenn wir das Ricinin 
nicht mit konzentrierter, sondern mit verdtinnter Salpetersaure 
erhitzten, so trat diese Reaktion nicht, oder doch nur iiuferst 
schwach ein; auch erhielten wir sie nicht, wenn wir das 
Ricinin laingere Zeit mit konzentrierter Salpetersiure kochten. 
Die Reaktion trat also nur ein, wenn das Erhitzen mit Sal- 
petersdure im richtigen Zeitpunkt beendet wurde (durch an- 
haltendes Kochen mit konzentrierter Salpetersiure wurde offen- 
bar die Substanz, deren Vorhandensein das Entstehen der 
Rotfirbung verursachte, wieder zerstort). 

Spiter fanden wir, dafi das Ricinin und die Ricininsiiure 
auch die Weidelsche Reaktion geben. Wenn man eine kleine 
Menge Ricinin oder Ricininséure auf einem Uhrglase mit einigen 
Kornchen Kaliumchlorat und einigen Tropfen konzentrierter 
Salzsaure zusammenbringt, dann im Wasserbade die Siiure 
abdunstet und den Riickstand mit wenig Ammoniakfliissigkeit 
befeuchtet, so nimmt er am Rande eine rote Fiirbung an, be- 
sonders dann, wenn man das Uhrschilchen noch einmal auf 
dem Wasserbade erwérmt. Die Reaktion bleibt aus, wenn 
man zuviel Kaliumchlorat zugesetzt hat; auch trat in keinem 
Falle eine starke Rotfarbung des in der beschriebenen Weise 
erhaltenen Riickstands ein. Im Hinblick auf letzteren Umstand 
muBten wir uns die Frage vorlegen, ob es etwa ein Neben- 
bestandteil unserer Priaparate sei, der jene Farbung_ hervor- 
brachte. Doch ist dies nicht anzunehmen. Denn auch ein 
wiederholt aus Wasser und aus Chloroform umbkristaliisiertes 


14* 
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{icininpréparat gab jene Reaktion, ebenso ein Priiparat, das 
wir aus Ricinussamen dargestellt hatten. Daf die Reaktion 
zuweilen negativ ausfiel, kann im Hinblick auf das_ positive 
Resultat, das wir in einer grofen Anzahl von Versuchen er- 
hielten, nicht in Betracht kommen. 

Am Schluf unserer vorliufigen Mitteilung ist geauBert 
worden, dafs es in unserer Absicht liege, die Spaltungsprodukte 
des Ricinins zu untersuchen: wir hofften dabei, die Konstitution 
dieses Koérpers aufkliren zu kénnen. Wie oben schon mit- 
geteilt worden ist, haben wir die bei der Spaltung des Ricinins 
entstehende Ricininsiiure untersucht; !) eine weitere Bearbeitung 
jenes Themas haben wir aber nach dem Erscheinen der Ab- 
handlung von Maquenne und Philippe tber das Ricinin auf- 
gegeben. Nach den Versuchen dieser Forscher spaltet sich 
die Ricininsiiure beim Erhitzen mit rauchender Salzsaéure im 
zugeschmolzenen Rohr auf 150° in Kohlensiure, Ammoniak 
und eine Base von der Formel C,H,NO,, die vermutlich ein 
Methyldioxypyridin oder Methyloxypyridon C,H,(CH,)O,N ist; 
sie kristallisiert aus Wasser in farblosen Nadeln und gibt ein 
in Prismen kristallisierendes Chlorhydrat. In betreff der Kon- 
stitutionsformeln, die der Ricininsiiure und dem Ricinin von 
Maquenne und Philippe gegeben werden, verweisen wir 
auf die zitierte Abhandlung. 

Das HRicinin findet sich in den ungekeimten Ricinus- 
samen in sehr kleiner Menge; der Gehalt der Samentrocken- 
substanz an diesem bestandteil betragt, wie aus den weiter 
unten folgenden Angaben zu ersehen ist, nur ungefihr 0,1°/o. 
In weit gréBerer Quantitéit fanden wir das Ricinin sowohl in 
etiolierten Ricinuskeimpflanzen als in jungen, am Licht er- 
wachsenen Ricinuspfliinzchen. Ehe wir tber die Ausbeute an 
icinin, die wir aus diesem Material erhielten, nahere Angaben 


1) Die Ausfiihrung der beziiglichen Versuche hatte sich stark ver- 
zogert; die Schuld daran lag zum Teil in dem Umstande, daf die Be- 
schaffung eines grOferen Quantums von Ricinin, welches wir aus Ricinus- 
pflanzen darstellten, nur langsam vonstatten ging; denn es fehlte uns 
an EKinrichtungen, um eine grofe Anzahl von Ricinuspflanzen auf einmal 
zu ziehen. 





























Uber das Vorkommen von Ricinin in jungen Ricinuspflanzen. 215 


machen, wollen wir die zur Darstellung des genannten Korpers 
benutzte Methode beschreiben. Wir extrahierten die fein zer- 
riebenen, getrockneten Pflainzchen mit kochendem Weingeist. 
Der Auszug wurde der Destillation unterworfen, der dabei ver- 
bliebene Riickstand mit heifem Wasser behandelt, die triibe 
Fliissigkeit mit Bleiessig versetzt. Den durch dieses Reagens 
erzeugten Niederschlag entfernten wir durch Filtration, befreiten 
das Filtrat mit Hilfe von Schwefelwasserstoff vom Blei und 
dunsteten es sodann im Wasserbade zum diinnen Sirup ein. 
Schon wiihrend des Erkaltens lieferte dieser Sirup eine aus 
Ricininkristallen bestehende Ausscheidung. Diese Kristalle 
wurden nach Verlauf von ca. 24 Stunden von der Mutterlauge 
getrennt, zwischen Fliebpapier abgeprebt, getrocknet und ge- 
wogen. Die Mutterlauge lieferte nach dem EKinengen noch eine 
kleine Quantitat des gleichen Produktes. 

Nach diesem Verfahren erhielten wir aus den lufttrockenen 
Cotyledonen etiolierter Ricinuskeimpilanzen 3,3°/0, aus den 
ubrigen Teilen der gleichen Pflanzen ca. 1°/o Ricinin. Junge, 
griine, im Freien gewachsene Ricinuspflinzchen lieferten pro 
100 Teile lufttrockener Substanz, je nach ihrem Entwicklungs- 
grade, 0,7—1,0 Teil Ricinin. 

Das im vorigen beschriebene einfache Verfahren, dessen 
wir uns in diesen Versuchen zur Isolierung des Ricinins be- 
dienten, wurde von uns auch zur Darstellung von Leucin und 
anderen Aminosiuren aus Keimpflanzen benutzt. Der Anwendung 
dieses Verfahrens auf die etiolierten Ricinuspflinzchen lag der 
Gedanke zugrunde, dafi es moglich sein werde, auch aus 
diesem Material — ebenso wie aus anderen Keimpflanzen — 
Leucin und dhnliche Aminosauren zu gewinnen. Statt solcher 
Kérper erhielten wir aber Ricinin. Man kénnte nun denken, 
daB dieses Produkt durch Leucin oder andere Aminosiiuren 
verunreinigt gewesen sei. Dies liefi sich jedoch nicht nach- 
weisen; das in der beschriebenen Weise isolierte Ricinin léste 
sich leicht sowohl in siedendem Alkohol wie in siedendem 
Chloroform, wihrend sich Leucin, Tyrosin und ahnliche Amino- 
siuren in diesen Loésungsmitteln nicht l6sen. 

Da nach den vorliegenden Angaben der Riciningehalt der 
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ungekeimten Ricinussamen nur ein geringer ist, so schien die 
relativ bedeutende Ausbeute an Ricinin, die wir sowohl aus 
etiolierten wie aus griinen Ricinuspflinzchen erhielten, fiir die 
Annahme zu sprechen, dafi waéhrend der Entwicklung der 
Pfliinzchen eine Neubildung von Ricinin erfolgte. Zur sicheren 
Kntscheidung dieser Frage war es aber notig, nicht nur nach 
dem gleichen Verfahren den Riciningehalt der Ricinussamen 
und der Ricinuspfliinzchen, sondern auch das Gewicht der aus 
100 Teilen Samentrockensubstanz entstandenen Pflanzchen zu 
bestimmen. Die Ergebnisse der zu diesem Zweck von uns 
ausgefiihrten Versuche teilen wir im folgenden mit. 

Die Ricinussamen sind so reich an fettem Ol, daB es 
nicht wohl moglich ist, ihren Trockensubstanzgehalt in der 
gewOhnlichen Weise, d. h. durch Austrocknen eines abge- 
wogenen Quantums der zerriebenen Samen genau zu bestimmen. 
Wir haben die Samen zuniichst in die Schalen und die Kerne 
zerlegt, wobei festgestellt wurde, dafi das Gewicht der Schalen 
2249/9 vom Gewicht der lufttrockenen Samen ausmachte. Die 
Kerne wurden zerstofen, die dabei entstandene breiartige Masse 
mit Ather behandelt, das in Ather Unlisliche sodann auf ein 
Filter gebracht und sorgfiltig mit Ather ausgewaschen. Die 
dabei erhaltene itherische Fettldsung brachten wir auf ein 
bestimmtes Volumen und bestimmten ihren Fettgehalt nach 
bekanntem Verfahren. Aus der Summe des in der atherischen 
Losung vorgefundenen Fettquantums und der im entfetteten 
Filterriickstand enthaltenen Trockensubstanzmenge ergab sich 
der Trockensubstanzgehalt der adie Samen; er betrug 
97,18°/o. 210 Stiick der entschiilten Samen wogen 90 g und 
enthielten 82,96 g Trockensubstanz, darin 47,8 g Fett. 100 Stiick 
Samen enthielten demnach 39,5 g Trockensubstanz. 

Die Hicinuspflanzen, auf welche die weiter unten ge- 
machten Angaben sich beziehen, wurden unter Benutzung des 
von uns untersuchten Samenmusters teils in einem verdunkelten 
Zimmer, teils im Freien (im Garten unseres Institutes) gezogen. 
Die etiolierten Pfliinzchen wurden nach mehrwochentlicher 
Vegetationsdauer in einem Entwicklungsstadium untersucht, in 
welchem das in den ungekeimten Samen in reichlicher Menge 
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enthaltene Endosperm aufgezehrt war. 184 Stiick solch er 
Pflanzchen wogen in wasserfreiem Zustande 39,6 g; 100 Stiick 
Pflinzchen enthielten demnach 21,53 g Trockensubstanz. Die 
im Freien gewachsenen Pflanzchen wurden geerntet, nachdem 
an ihnen neben den Cotyledonen ein Blittchenpaar sich ent- 
wickelt hatte. 100 Stiick solcher Pfliinzchen wogen in wasser- 
freiem Zustande 34,46 g. 

Wir gehen nun zur Mitteilung der Resultate tiber, die 
wir bei Bestimmung des Riciningehalts der Samen und der 
Pflanzchen erhielten. Die Samen wurden zunichst mit Hilfe 
von Petrolither, in welechem das Ricinin sich nicht lést, vom 
groBten Teil des Fetts befreit. In dem dabei verbliebenen 
zerreiblichen Riickstand, welcher noch 18,36°/o Fett und 5,40°/o 
Feuchtigkeit einschlob, bestimmten wir den Riciningehalt unter 
Verwendung des von Maquenne und Philippe (loc. cit.) zur 
Isolierung des Ricinins benutzten Verfahrens. Jener Riickstand 
wurde mit heiBem Wasser extrahiert, der Auszug eingedunstet, 
der Verdampfungsriickstand mit kochendem Weingeist behandelt. 
Den Verdampfungsriickstand des weingeistigen Auszugs extra- 
hierten wir fiinfmal mit siedendem Chloroform. Die in dieser 
Weise erhaltene L6sung wurde der Destillation unterworfen, 
das dabei zuriickgebliebene Ricinin in heifem Wasser geldst, 
durch Eindunsten der filtrierten LOsung wieder gewonnen und 
sodann gewogen. Aus 200 g des groéblich entfetteten Samen- 
pulvers erhielten wir auf diesem Wege 0,239 g = 0,120°/o 
Ricinin. 

Bei Ausfiihrung einer zweiten Bestimmung extrahierten 
wir das Samenpulver zweimal mit kochendem 95°/oigem Wein- 
geist. Der Auszug wurde der Destillation unterworfen, der 
Destillationsriickstand mit heifem Wasser behandelt, die triibe 
Fliissigkeit mit Bleiessig versetzt. Das Filtrat von dem durch 
dieses Reagens hervorgebrachten Niederschlage befreiten wir 
mittels Schwefelwasserstoff vom Blei und verdunsteten es so- 
dann im Wasserbade. Den Verdampfungsrtickstand extrahierten 
wir wiederholt mit siedendem Chloroform; das beim Verdunsten 
der Chloroformlésung zuriickgebliebene Ricinin wurde zur Reini- 
gung noch einmal in Wasser gelést. Aus 400 g des Ausgangs- 
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materials erhielten wir nach diesem Verfahren 0,503 g = 
0,126°/o Ricinin. Im Mittel lieferten also 100 Teile des partiell 
entfetteten Samenpulvers 0,123 Teile Ricinin. Fur die Trocken- 
substanz der ganzen Samen (mit 45,12°/o Fett) berechnet sich 
unter Zugrundelegung dieser Zahl ein Gehalt von 0,09 °/o 
Ricinin. Mit diesem Resultat wollen wir die ber den Ricinin- 
gehalt der Ricinussamen von anderen Autoren gemachten An- 
gaben vergleichen. Maquenne und Philippe erhielten aus 
Ricinusdlkuchen (Prebriickstiinde) eine Ausbeute von 0,2°/o 
Ricinin: die Samen, aus denen diese Olkuchen gewonnen 
waren, kOnnen also kaum mehr als 0,12°/o Ricinin enthalten 
haben. Soave fand in den Prefrickstiinden der entschalten 
Samen nur 0,03°/o Ricinin, wahrend dagegen die Samenschalen 
O,15°/o dieses Korpers lieferten. Wie man sieht, liegt die von 
uns in den Ricinussamen gefundene Ricininmenge zwischen 
den Quantitiiten, die von den im vorigen genannten Autoren 
in jenen Samen gefunden worden sind. 

Gegen das bei Bestimmung des Riciningehalts der Samen 
von uns erhaltene Resultat liB®t sich noch ein Einwand er- 
heben: man kann die Frage stellen, ob vielleicht bei Behandlung 
der zerkleinerten Samen mit Petrolather auBber dem Fett auch 
ein Teil des Ricinins in Lésung gegangen ist. Wir haben 
daher 250 ¢ des bei Destillation des Petrolitherextrakts zurtick- 
gebliebenen Fettes mit 1 Liter Wasser von ca. 80° C. wieder- 
holt durchgesehiittelt und sodann die nach langerem Stehen 
mit Hilfe eines Scheidetrichters vom Fett getrennte wasserige 
Losung im Wasserbade auf ein kleines Volumen eingeengt. 
Beim Erkalten lieferte diese Flissigkeit nur eine dem Anschein 
nach aus einer fettartigen Substanz bestehende Ausscheidung, 
deren Quantitit nur gering war. Zur Entfernung dieser fett- 
artigen Substanz wurde die Fliissigkeit mit Ather seschiittelt, 
die von der iitherischen Schicht getrennte wiisserige LOsung 
sodann bis auf ein Volumen von weniger als 10 ccm ein- 
geengt. Eine Ausscheidung von Ricininkristallen lieB sich aus 
dieser Fliissigkeit nicht erhalten. Den beim Verdunsten dieser 
Fliissigkeit verbleibenden Riickstand extrahierten wir viermal 
mit siedendem Chloroform: die so erheltene Lésung gab beim 
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Verdunsten einen Riickstand, dessen Gewicht nur 0,015 g 
betrug. Wahrscheinlich bestand er aus Ricinin; die Quantitat 
desselben war aber so gering, daf} sie unberiicksichtigt bleiben 


konnte; sie betrug nur ca. 0,0025°/o der Ricinussamen. 

Zur Bestimmung des Riciningehalts der etiolierten und 
der griinen Pflinzchen bedienten wir uns des Verfahrens, 
welches bei der zweiten Bestimmung des Riciningehalts der 
ungekeimten Samen in Anwendung kam, nur mit dem Unter- 
schiede, dai wir das Ricinin aus den mit Hilfe von Bleiessig 
gereinigten Extrakten soweit als mOglich auskristallisieren lieBen 
und nur die von den Kristailen getrennte Mutterlauge, nach- 
dem sie noch etwas eingeengt worden war. mit siedendem 
Chloroform behandelten. Die bei der Destillation des Chloro- 
formauszuges zuriickgebliebene geringe Ricininmenge wurde in 
Wasser geldst, aus der filtrierten L6sung durch Eindunsten 
wieder gewonnen und nun mit den vorher erhaltenen Ricinin- 
kristallen vereinigt: letztere waren zuvor zur Reinigung in 
heiBem Chloroform gelést und dadurch von einer in diesem 
Losungsmittel unléslichen Beimengung, deren Quantitaét aber 
nur auberst gering war, getrennt worden. ‘) 

Wir erhielten auf diesem Wege folgende Resultate: 

a) 51,53 g der etiolierten Keimpflanzen (wasserfrei in Rechnung 
gestellt) lieferten 1.252 g = 2,43°0 Ricinin. 

b) 93,6 g der giinen Pflanzchen (wasserfrei in Rechnung gestellt 
heferten 1.246 ¢ 1.33°/0 Ricinin, 

Diese Resultate weichen von denjenigen, die wir friiher in 
etwas anderer Weise erhielten, nicht weit ab. Denn wir haben 
friiher bei Untersuchung etiolierter Keimpflanzen aus den luft- 
trocknen Cotyledonen 3,3°/o, aus den tibrigen Teilen ca. 1°,o Ricinin 
erhalten; die jetzt von uns erhaltene Ausbeute liegt, wie man 
sieht, zwischen diesen Zahlen. Griine Pflinzchen, die ungefahr 
den gleichen Entwicklungsgrad besaben, wie die jetzt von uns 
untersuchten, lieferten ungefahr 1°/o Ricinin (diese Zahl bezieht 
sich auf die lufttrockne Pilanzensubstanz). 

Wie grof die Zunahme der Ricininmenge wahrend der 


') Die in Chloroform unlésliche Beimengung war leicht ldshech in 
Wasser und bestand nicht aus Leucin oder Tyrosin 
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Entwicklung der Pfliinzchen gewesen ist, das lat sich fest- 
stellen, indem man die in 100 Stick Samen und 100 Stiick 
Pflinzchen enthaltenen Hicininquantitiiten einander gegenitiber 
stellt. In der weiter unten folgenden Tabelle ist dies geschehen. 
Vor Mitteilung der Zahlen ist jedoch noch auf einen kleinen 
Kehler aufmerksam zu machen, welcher einer dieser Zahlen 
anhaftet. Den Riciningehalt der Samen haben wir aus dem 
Resultat berechnet, das wir bei Untersuchung der unentschalten 
Samen erhielten. Da aber bei Entwicklung der Pflanzchen die 
Schalen abgeworfen werden, und da von den in den letzteren 
enthaltenen Substanzen wahrscheinlich nichts in die Pflanzchen 
iibergeht, so wiirde es richtiger gewesen sein, den Riciningehalt 
von 100 Stiick Samen aus dem Resultat einer in entschalten 
Samen ausgefiihrten Bestimmung zu berechnen. Da dies nicht 
geschehen ist und da nach den Angaben von Soave die Schalen 
reicher an Ricinin sind als die Kerne, so muff man annehmen, 
dafs die in den ungekeimten Samen enthaltene Ricininmenge 
von uns etwas zu hoch angesetzt worden ist. Der daraus ent- 
springende Fehler ist aber gering und beeinfluBt die aus den 
Zahlen der Tabelle von uns abgeleitete Schlubfolgerung so 
wenig, dafi er unberticksichtigt bleiben kann. Wir lassen nun 
die von uns berechneten Zahlen folgen: 
100 Stick entschilte Samen (mit 39,5 g¢ Trockensubstanz) enthielten 
0,035 g Ricinin. 
100 Stick etiolierte Pflinzchen (mit 21,53 g¢ Trockensubstanz) enthielten 
0,523 g¢ Ricinin, 
100 Stiick griine Pflinzchen (mit 34,46 g Trockensubstanz) enthielten 
0.458 ¢ Ricinin. 

Aus diesen Zahlen folgt, daf in den etiolierten Pflinzchen 
die Ricininmenge fast auf das Fiinfzehnfache, in den griinen 
Pflinzchen auf das Zwolffache der in den ungekeimten Samen 
enthaltenen Quantitiit gestiegen ist. Da der Riciningehalt der 
ungekeimten Samen wahrscheinlich etwas zu hoch angesetzt 
ist (man vergleiche die oben gemachte Bemerkung), so ist die 
Zunahme der Ricininmenge in Wirklichkeit wohl noch etwas 
grober gewesen. 

Die starke Abnahme der Trockensubstanzmenge in den 
unter LichtabschluB sich entwickelnden Keimpflanzen_ erklart 
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sich daraus, dafi in diesen Pflanzen wiihrend ihrer mehrere 
Wochen lang dauernden Vegetation stickstofffreie Stoffe im 
AtmungsprozeB verbraucht wurden. Bei den griinen Pfliinzchen 
war die Abnahme der Trockensubstanzmenge eine viel geringere, 


weil nach Entfaltung der Blatter im Assimilationsprozef Kohlen- 
hydrate gebildet werden konnten. 

Ist durch die im vorigen mitgeteilten Versuchsergebnisse 
mit Sicherheit bewiesen worden, da wiihrend der Entwicklung 
der Ricinuspflanzchen das Ricinin eine starke Zunahme erfiihrt, 
so laBt sich andererseits tiber die Art und Weise, in welcher 
diese Stickstoffverbindung in den Pflinzchen sich bildet, etwas 
Bestimmtes zurzeit nicht aussagen. Da aber nachgewiesen 
ist, dali in solehen Pflanzchen eine starke Eiweibzersetzung 
stattfindet, so kann es wohl nicht fiir unwahbrscheinlich erklirt 
werden, dafi die Ricininbildung mit dem Eiweifumsatz zu- 
sammenhangt. 

Bei Untersuchung der in den Ricinuspflanzen enthaltenen 
Kiweifbzersetzungsprodukte hat sich insofern ein auffallendes 
Resultat ergeben, als es uns, wie weiter oben schon erwihnt 
wurde, nicht gelungen ist, aus diesen Pflanzen Tyrosin oder 
Leucin oder fahnliche Aminosiuren zu isolieren, wiihrend wir 
solche Stoffe aus anderen stickstoffreichen Keimpflanzen unter 
Anwendung des gleichen Verfahrens stets darzustellen vermochten. 

Ob die aus den Ricinussamen darstellbaren EiweiBsub- 
stanzen bei der Spaltung durch Salzsiiure Produkte liefern, die 
in irgend einer Beziehung von den bei der Spaltung anderer 
pflanzlicher EiweifBkorper entstehenden Produkten abweichen, 
soll durch Versuche, die der eine von uns in Angriff genommen 
hat, entschieden werden. 








Uber die Geschwindigkeit enzymatischer Reaktionen. 
(Zweite Mitteilung.) 
Van 
R. O. Herzog. 


(Aus dem zoologischen Institut zu Kiel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. September 1904.) 


1. Vor kurzem habe ich unter gleichem Titel!) die Mit- 
tellung gemacht, dab «die Annahme eines heterogenen, kapillaren 
Systems gestatte, die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit 
von der Substratkonzentration (bei enzymatischen Vorgiingen) 
auf innere Reibung zuriickzufiihren>». 

Da die Hypothese der direkten Priifung unzugiinglich ist, 
wurde der Gedanke, welcher zur mathematischen Formulierung 
gefiihrt hat, moglichst knapp mitgeteilt; zu knapp, wie scheint; 
denn so erklirt sich wohl ein Teil der kritischen Bemerkungen 
von seiten Herrn V. Henris,?) welche zeigen, dafi dem Ver- 
fasser der Grundgedanke nicht klar geworden ist.*) Es besteht 
daher die Aufgabe, jenen Gedanken soweit auszufiihren, bis 
sich ergibt, dab die Einwande Herrn Henris ihn nicht beriihren. 
Gleichzeitig soll die Gelegenheit zu einigen weiteren Bemerkungen 
ergriffen werden. 

2. Um die Beziehung, welche zwischen Substratkonzen- 
tration (bei groben Unterschieden) und Reaktionsgeschwindigkeit 
besteht, kennen zu lernen, wurde davon ausgegangen, dab die 
Enzymlosung ein heterogenes Medium vorstelle, indem die Kol- 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLI, 8S. 416 (1904). 

*) R. r. de soc. biol., Bd. 57, S. 173 (1904). 

') Vielleicht hatte sich das geaindert, wenn H. Henri eine aus- 
fiuhrlichere Mitteilung hatte abwarten wollen, die demniachst erscheinen 
diirfte. 
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loidl6sung als feine Suspension gedacht wird.!) Findet nun 
der Umsatz an der Oberflache der suspendierten Fermentteilchen 
statt, und zwar sehr schnell, dann wird seine Geschwindigkeit 
davon abhiingen, wie rasch die nicht umgesetzten Molekiile an 
die Enzymoberflache gelangen. Da man sich nun iiberaus viele 
Fermentteilchen und zwar von nicht zu geringer Grébe?) in 
der Lésung denken mu, kann man sich eine Art Kapillarnetz, 
von den Zwischenriumen der suspendierten Teilchen gebildet, 
vorstellen, in welchem «molekulare Krifte» den LOsungsstrom 
zitkulieren lassen werden. Je grofer die Zirkulatiousgeschwin- 
digkeit, desto gréber die Zahl der noch nicht umgesetzten Mole- 
kiile, welche an die Fermentoberfliiche kommen und daselbst 
umgewandelt werden. Je viskoser aber die Fliissigkeit ist, desto 
langsamer wird der Strom zirkulieren. 

Um diesen Gedanken in eine rechnerisch zu verwertende 
Form zu bringen, wurde angenommen, dal} die Reaktions- 
geschwindigkeit (genauer: Diffusionsgeschwindigkeit*®) in einem 
solehen Fall als Exponentialfunktion der Viskositat auftreten 
kann. Um die innere Reibung als Funktion der Konzen- 
tration darzustellen, wurde nicht die bekannte Formel von 
Arrhenius, sondern die allgemeinere von Kudorf*) benutzt; 
einmal, weil die iltere Formel auf die neuere zuriickgefihrt 
werden kann, welche sich auch innerhalb viel weiterer Grenzen 
als brauchbar erweist, und weil sie zweitens rechnerisch be- 
quemer zu behandeln war; allerdings wurde die Forme! etwas 
weiter gefabt, als Rudorf angab, indem auch die dritten Po- 
tenzen der Substratkonzentration in Rechnung gezogen sind, was 
mir aber nicht unzulassig scheint. Die so erhaltene Formel pabt 
sich den gefundenen Werten in allen untersuchten Fallen gut an. 

3. Herr Henri macht nun zuerst den Einwand, dab die 
Annahme, die Viskositiit spiele eine hervorragende Holle bet 


‘) Litteratur |. c. 

*) Vgl. E. Raehimann, Miinch. med. Wochenschrift, Bd. 50, 
S. 2089 (1903). 

") 4. ¢. 


*) Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. 43, S. 257 (1903) und Zeitschrift 
f. Elektroch., Bd. 10, S. 473 (1904). 
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den Reaktionen im heterogenen System, nicht nur fir die 
Enzymreaktionen, sondern auch fiir die Versuche von Bredig 
mit kolloidalem Platin und Wasserstoffsuperoxyd, fiir die von 
Bodenstein untersuchten Gasreaktionen und fiir die Auflésung 
fester Stoffe, wie sie Brunner studiert hat, gelten miifte. 
Man erkennt sofort, dafi diese Vorginge keineswegs auf Grund 
der entwickelten Hypothese vergleichbar sind, da es sich ja 
bei Gasreaktionen und bei der Auflosung im wesentlichen um 
Oberflichenerscheinungen handelt, nicht aber um Prozesse, wie 
sie sich in einem oben als «Kapillarnetz» geschilderten System 
abspielen kénnten, Die Versuche von Bredig sind theoretisch 
natiirlich direkt vergleichbar: aber es kommt in Betracht, daf 
mit sehr schwachen Lésungen von Wasserstoffsuperoxyd gear- 
beitet wurde. Gerade fiir diesen Fall aber hat Senter?) zeigen 
konnen, dab das Peroxyd zerst6rende Enzym des Blutes sich 
in gewissen Grenzen ganz ebenso verhilt wie Bredigs Flissig- 
keit: ferner geht zum Teil auch aus der eben erschienenen 
Arbeit von Barendrecht?) hervor, dafi bei sehr schwacher 
Substratkonzentration die Geschwindigkeitskonstanten der Fer- 
mentreaktionen immer weniger differieren. Ein SchluB von der 
Wirkungsweise der Bredigschen Fliissigkeit auf die der Enzym- 
losung wiire erst entscheidend, wenn Konzentrationen mit deut- 
lichen Viskositiitsunterschieden verglichen wiirden. 

Zweitens meint Herr Henri, daf die Beziehung zwischen 
der Diffusionsgeschwindigkeit und der Konzentration, welche 
sich aus der Hypothese ergibe, nicht mit den Erfahrungen 
anderer Forscher korrespondiere. Der Vorwurf braucht nicht 
widerlegt zu werden, er folgt aus demselben Mifverstandnis 
wie der erste. 

Anders liegt es dagegen mit dem dritten EKinwand. Herr 
Henri findet die GréSenordnung der Viskositatskonstanten, die 
ich berechnet habe, sehr verschieden von denjenigen, welche 
experimentell fiir dieselben Lisungen festgestellt wurden, In 
der Tat besteht aber auch kein Zusammenhang zwischen diesen 
Werten. 

') Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. 44, S. 257 (1903). 
*) Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. 49, S. 456 (1904). 
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Seien n die Viskositét, a die Konzentration, A, B, C, D 

Konstante, so verwenden wir die Formel 
n = A + Ba + Ca? +- Da’; 

fiir gewOhnlich setzt man nun die Viskositaét des Loésungsmittels 
z. B. des Wassers = 1, also 

A = i. 

Wir haben die Diffusionskonstante 

k = 9 
angenommen, wobei m eine Konstante bedeutete. 

Da fiir 

a = O auch 
n == GO 

sein mubte, war also 
A = 0 

zu setzen. ') 

Viertens findet Herr Henri, dafi das gegebene Formel- 
material nicht hinreicht, um den Umsatz zu einer bestimmten 
Zeit zu berechnen. In der Tat bedarf es mitunter der Ver- 
suche, um die Konstante € zu ermitteln; aber ich habe auch 
selbst ausdriicklich bemerkt, dafi Voraussagungen so _ allge- 
meiner Art wie in den Schulfallen der chemischen Dynamik 
fiir die Fermentreaktionen sich nicht machen lassen. 

Fiinftens und letztens ist Herr Henri der Ansicht, dab 
Versuche, die er und M. Nicloux mit einer Emulsion von Ol, 
Fettsiure und Wasser angestellt haben, den Grundgedanken 
widerlegen. Das scheint mir nicht der Fall zu sein; denn ein- 
mal legt der Beweisfiihrung wiederum das Mibverstandnis 
des ersten und zweiten Einwandes zugrunde, und zweitens 
kann man wohl eine Emulsion nicht ohne weiteres als mikro- 
heterogenes System einer kolloidalen Losung vergleichen. — 
Somit scheint es nicht notig, auf die Kritik Herrn Henris hin 
an dem Inhalt der 1. Mitteilung etwas zu verandern. 

4. Im folgenden mogen einige Versuche angefilhrt sein, die 
mir vorliaufig die aufgestellte Hypothese zu stiitzen scheinen. 

Es wurde die Viskositaét einer 50°/oigen Rohrzucker- 


'’ B, C, D hangen ferner natiirlich von der Mafeinheit ab, in der 
die Konzentration a berechnet ist. 
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losung bestimmt und dann versucht, eine LOsung von Wasser, 
Glyzerin und etwa 5°/o Rohrzucker von mdglichst gleicher Vis- 
kositat herzustellen. 

Darauf wurden beide Losungen mit gleichen Invertin- 
mengen versetzt (worauf freilich die Viskositéat etwas weiter 
differierte) und dann gleichmibig behandelt. Nach 5 Stunden 
waren in der 50°/oigen Zuckerlésung 16°/o umgesetzt; in der 
iiquiviskosen LoOsung, die nur 5°/o Zucker enthielt, waren 11°/o 
Invertzucker gebildet worden, wihrend ein Parallelversuch mit 
»)/oiger wiisseriger Rohrzuckerlésung einen Umsatz von 90°/o 
aufwies. 

In einem andern Fall waren eine 10- und eine 5°/oige 
ZuckerlOsung wieder durch Glyzerinzusatz aquiviskos gemacht 
worden. Nach e:ner halben Stunde waren 31 und 29°/o Zucker 
invertiert. Zu fihnlichem Resultat fiihrte das Experiment bisher 
immer; die Fehler bleiben innerhalb der berechneten Grenzen. 
Es scheint also, als wiren in der Tat in aquiviskosen 
Losungen die Geschwindigkeiten annahernd gleich. ') 
Doch mu hinzugesetzt werden, daB bisher blof mit Invertin- 
rohrzucker und Glyzerin Versuche angestellt wurden. Im all- 
gemeinen kénnten auch wohl spezifische Einfliisse in Betracht 
kommen. ?) 

Weiter mége hier noch erwéhnt sein, dal die Versuche, 
die Herr Dr. Braeuning?) vor kurzem mitgeteilt hat, durch- 
aus im Sinne der Hypothese zu deuten waren; doch soll nicht 
verkannt sein, daf man auch leicht andere Erklarungen fir die 
von ihm beobachteten Erscheinungen gelten lassen kann. 

5. Trotz der mitgeteilten Beobachtungen erkenne ich wohl 
Schwierigkeiten, die gegen die mitgeteilte Hypothese geltend 
gemacht werden kénnten. Insbesondere auch scheint die spezi- 
fische Wirkung mancher Stoffe auf die Reaktionsgeschwindigkeit 


') Der Zusatz von kolloidal gelésten Stoffen (statt Glyzerin) wiirde 
natiirlich die Lésung nicht fiquiviskos in unserem Sinne machen. 

*) Es wire vielleicht nicht uninteressant, die Geschwindigkeit einer 
enzymatischen Hydrolyse in einem Fall zu verfolgen, wo die Wasser- 
konzentration so gering ist, daf es nicht mehr als Lésungsmittel gelten kann. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 70 (1904). 
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schwer erklirbar (Autokatalyse). Dabei ist freilich zu bedenken, 
dafi iiber die spezifische Katalysatorenwirkung im allgemeinen 
bisher keinerlei Regeln vorliegen.') Im tibrigen wurde bereits 
an anderer Stelle Selbstkritik geiibt und gerne zugestanden, 
daB die gegebenen Formeln als Interpolationsformeln angesehen 
werden mogen, wenn sich ernstliche theoretische Bedenken ein- 
stellen oder wenn sich ergeben sollte, daf weitere Folgerungen 
aus ihnen nicht hervorgehen. 

Das Ziel dieser Untersuchungen, welche zuniichst abge- 
brochen werden, war in erster Linie, eine Orientierung zu ge- 
winnen, wieweil die vorhandenen Mittel ein quantitatives Studium 
der chemischen Grundprobleme der Biologie gestatten. 

') Mit spezifischer Wirkung lafst sich auch deuten, dafi etwa bei 
der Rohrzuckerinversion die Geschwindigkeit zunimmt, obwohl die Vis- 
kositat wichst. — Vgl. iiber das Problem der Katalyse tibrigens Knoeve- 
nagel, Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 36, 5. 2843 (1903). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XLIII. 15 





















Uber die Fermente des Nucleinstoffwechsels. 
Von 
Alfred Schittenhelm. 


(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Gottingen: Geheimrat Ebstein.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Oktober 1904.) 


Vor kurzem!) konnte ich mitteilen, dab mir der Nachweis 
des quantitativen Ubergangs der Aminopurine, Adenin und 
Guanin, in Harnséure unter der Einwirkung von Gewebs- 
fermenten gelang. Sodann konnte ich konstatieren, dai auch 
die an Thymusnucleinsiure gebundenen Purinkdrper von den 
Fermenten in Harnsiiure umgewandelt werden. Endlich er- 
wihnte ich noch kurz, dafi die wirksame Oxydase sich aus 
dem Milzextrakt mit Ammonsulfat aussalzen lasse. 

Inzwischen habe ich meine Untersuchungen noch weiter 
ausgedehnt und nicht nur die verschiedensten Organe auf ihre 
harnsiiurebildende Fihigkeit durchgeprift, sondern vor allem 
mein Augenmerk auch auf die Zwischenstufen gerichtet, welche 
die Aminopurine bei ihrer Oxydation zu Harnsaure notwendig 
durcheilen miissen. Meine Untersuchungen hieriiber sind noch 
nicht abgeschlossen und ich verzichte daher vorderhand auf 
eine breitere Ausfiihrung der Harnséurebildung. Ich glaube 
jedoch einige Untersuchungsresultate schon jetzt mitteilen zu 
miissen, nachdem vor kurzem eine Arbeit von Jones und 
Partridge?) erschienen ist, welche in engstem Zusammenhang 
zu meinen Untersuchungen steht. Dieselben fanden néamlich, 
dai das Pankreas ein Enzym enthalt, welches die Uberfiihrung 
von Guanin in Xanthin zustande bringen kann und dem sie 
den Namen «Guanase» gaben. Aus ihren friiheren Arbeiten °) 

') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 2851. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLU, S. 343. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 35 
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schliefen sie, daf ein solches Enzym auch in der Thymusdriise 
und in der Nebenniere existiert, jedoch nicht in der Milz. 
Weiterhin sprechen sie die Meinung aus, dah, da nach den 
Untersuchungen iiber die Selbstverdauung der Milz Adenin in 
Hypoxanthin iibergefiihrt werden kann auch bei Abwesenheit von 
«Guanase», diese Uberfiihrung einem anderen Enzym (Adenase) 
zuzuschreiben sei, welches offenbar in der Thymus, der Neben- 
niere und dem Pankreas vorkomme. 

Meine Untersuchungen fiihrten mich zu denselben Fragen, 
indem ich die Zwischenstufen zu finden suchte, welche bei der 
Uberfiihrung der Aminopurine in Harnsiiure entstehen miissen. 
Ich habe nun zwar inzwischen zahireiche Organe auf ihre 
harnsdurebildende Fiihigkeit hin untersucht; da ich jedoch mit 
der Milz meine Untersuchungen begann und aus ihr eine 
Isolierung des Fermentes mit Erfolg versucht hatte, so lag es 
mir am nichsten, mit ihrer Hilfe nach den Ubergangsprodukten 
zu suchen. Zudem ergaben meine weiteren Erfahrungen, dab 
in der Milz die einfachsten Verhiltnisse zur Entscheidung dieser 
Fragen zu finden sind, da ihr harnsiurebildendes Ferment sehr 
intensiv arbeitet und ihr keine harnséurezerstérenden Fihig- 
keiten zukommen. 

Zuerst beschaftigte ich mich mit der Isolierung des 
Fermentes und fand, wie schon bemerkt, dab sich dasselbe 
mit konzentrierter Ammonsulfatldsung aussalzen laBt. Nach 
Jakobys') Angabe unterwarf ich einen wiisserigen Milzauszug 
der fraktionierten Aussalzung, wobei sich ergab, daB die Fiallung 
des Fermentes bei einem Sattigungsgrade von 66°/o am aus- 
giebigsten vor sich geht. Der dabei gewonnene Niederschlag wurde 
in Wasser (500—800 ccm) suspendiert, mit etwas Chloroform 
versetzt und das Ganze !/2—1 Stunde in die Schiittelmaschine ge- 
bracht. Dann wurde solange gegen bestiindig flieBendes Wasser 
dialysiert, bis kein Ammoniak mehr nachweisbar war, was 
meist 6—8 Tage erforderte. Nunmehr wurde filtriert und die 
so erhaltene leicht gelblichbraune Fliissigkeit direkt zu den 
Versuchen benutzt. Die auf diese Weise erhaltenen Ferment- 
l6sungen erwiesen sich stets als hochwirksam. Ihre Zusammen- 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 136. 
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setzung wechselte in engen Grenzen. Um ein ungefahres Bild 
von derselben zu geben, teile ich die Analyse der zu den 
folgenden Versuchen benutzten FermentloOsung mit: 
Auf 1000 Lésung kommen: 
993,9 Wasser 
3,72 organische Substanz 
2,4 Ascheriickstand 
0,77 Stickstoff. 

Von Purinkorpern ist die Lésung so gut wie frei. 

Die folgenden Versuche dienen als Beleg fiir die Wirk- 
samkeit der Fermentlésung: die Versuchsanordnung und 
die Methode der Harnsaureisolierung habe ich in meiner letzten 
Arbeit ausfiihrlich besprochen, weshalb ich auf eine Wieder- 
holung verzichten kann. 

Versuch I. 400 ccm Fermentlosung +- 0,2 g Guanin 
(in Natronlauge gelost zugesetzt) gehen unter Chloroformzusatz 
und bei stiéindiger Luftdurchleitung 3 Tage lang bei 43° im 
Wasserbade. 

Krhalten 0,157 g Harnsaure. 

0,13 g verbrauchen 15,4 cem 1/5 Normal-H,SO, 
Verlangt fiir C,H,N,O,: 33,33°/o N 
Gefunden : B3,17°/o >» 

Mithin waren 70,4°/o des zugegebenen Guanins als Harn- 
saure wiedergefunden. 

Versuch II. 250 cem Fermentlésung + 0,2 g Guanin 
analog angesetzt. 

Erhalten 0,208 g Harnsaure. 

0,1224 g verbrauchen 14,5 ccm '/5 Normal-H,SO, 
Verlangt : 33,33°/o N 
Gefunden: 33,17°/o » 

Es waren also 91,2°/o des zugegebenen Guanins als Harn- 
siure wiedergefunden. Da aber im Filtrat der Harnsiure die 
Silberfallung keinen Basenniederschlag mehr hervorrief, so 
mufte alles Guanin, demnach 100°/o, in Harnséure umgesetzt 
worden sein. 

Versuch III 400 cem Fermentlésung -++ 0,2 g Guanin 
analog angesetzt. 
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Erhalten 0,222 g Harnsdure.') 

0,12 g brauchen 28,54 ccm ‘to Normal-HCl 
Verlangt : 33,33°/o N 
Gefunden: 33,30°/o » 

Es waren demnach 99,5°/o des zugegebenen Guanins als 
Harnsiiure wiedergefunden. Auch hier wurde im Filtrat der 
Harnsaure keine Silberfallung mehr erzielt. Es mu’ dem- 
nach das Guanin quantitativ in Harnsiure umgesetzt 
worden sein. 

Versuch IV. 350 ccm Fermentlosung +- 0,2 g Hypo- 
xanthin -+- 0,1 g Adenin natronalkalisch analog angesetzt. 

Erhalten 0,33 ¢ U. 

0,147 g verbrauchten 34,8 ccm ‘'/1o Normal-Salzsdure 
Gefunden: 53,15°/o N 
Verlangt : 33,33" » 

Demnach wurden 89°/o des angewandten Gemisches als 
Harnsiiure wiedergefunden, 

Ubrigens gelingt es auch, wirksame Fermentlésungen durch 
Alkoholfallung zu erzielen, vorausgesetzt, dab rasch_hinter- 
einander gearbeitet wird. 

Versuch V. 1200 cem eines wasserigen Milzauszuges 
werden mit 1200 ecem Alkohol gefallt. Nach etwa einstiindigem 
Stehen wird abfiltriert, der Niederschlag mit ca. 800 cem Wasser 
+ Stunden bei gewOhnlicher Temperatur in der Schiittelmaschine 
geschiittelt. Vom Filtrat wird der Alkohol bei 40° auf dem 
Wasserbad abgedamplt. 

300 cem davon +- 0,2 g Guanin analog wie oben. 

Erhalten 0,146 g Harnsaure. 

0,11 g verbrauchen 12,95 ccm ‘/s Normal-H,SQ, 
Gefunden: 33,14°/0 N. 


') Die angegebenen Harnsiiuremengen geben die Zahlen, welche 
gefunden wurden, nachdem das urspriingliche Produkt nach Hor- 
baezewskis Vorschrift bebandelt worden war (Diese Zeitschr., Bd. XVIII, 
S. 341). Dieselbe lautet dahin, dafi je O,1 g Substanz in 2,0 cem 


konz. H,SO, gelést und dann mit dem vierfachen Volumen Wasser wieder 
gefaillt wird. In meiner letzten Mitteilung (Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 
S. 255) ist ihre Angabe infolge eines Versehens bei der Korrektur 
unrichtig. 
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{s waren demnach 638,8°/o des zugegebenen Guanins als 
Harnsiure wiedergefunden. 

Man sieht aus dem Versuch, dai die auf diese Weise 
hergestellte Fermentlésung zwar wirksam ist, aber lange nicht 
in dem Mabe, wie die durch Ammonsulfataussalzung gewonnene. 
Nach meinen Erfahrungen tritt die schidigende Wirkung des 
Alkohols um so stirker zutage, je langer derselbe mit dem 
Niederschlag zusammen bleibt. Es lag daher der Gedanke 
nahe, dafs durch den Alkohol dem Fermente vielleicht eine 
alkohollOsliche Komponente entzogen wird. Zahlreiche Ver- 
suche nach dieser Richtung ergaben jedoch ein absolut nega- 
tives Resultat. Durch diese Versuche ist also dargetan, daf 
aus der Milz eine relativ einfach zusammengesetzte Ferment- 
lOsung gewonnen werden kann, welche freie Purinbasen 
quantitativ in Harnsaéure tiberzufiihren imstande ist. 

Die niichste Frage, welche sich erhob, war die: Ist diese 
Umwandlung der Purinbasen in Harnsiure durch ein einheit- 
liches Ferment bewirkt oder arbeiten dabei mehrere Fermente 
mit? Diese Frage mubte gleichzeitig zu der Aufsuchung von 
Zwischenprodukten. fiihren. 

Wie schon oben bemerkt, bediente ich mich hierzu in 
erster Linie des Milzextraktes und versuchte festzustellen, wie 
sich die Dinge gestalten, wenn an Stelle der Luftdurchleitung 
ein lingerer Aufenthalt des Gemisches im Brutschrank ohne 
permanente Sauerstoftzufuhr tritt. 

Versuch VI. Von einem Wasserextrakt der Milz, welcher 
auf die in meiner ersten Mitteilung angegebenen Weise bereitet 
war, wurden 600 ecm mit 0,9 g in der berechneten Menge 
Normalnatronlauge gelésten Guanins vierzehn Tage lang unter 
Chloroformzusatz im Brutschrank bei einer Temperatur von 
37° C. gehalten. Danach wurde die Mischung mit 15 ccm 
konzentrierter Schwefelsiure am RiickfluBkiihler 3 Stunden lang 
gekocht, dann mit Natronlauge alkalisch, mit Essigsaéure wieder 
schwach sauer gemacht, kurz aufgekocht und vom Eiweili- 
niederschlag abfiltriert. Letzterer wurde noch zweimal mit 
leicht essigsaurem Wasser ausgekocht. Aus den vereinigten 
Filtraten wurden mit ammoniakalischer Silberldsung die Purin- 
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basen ausgefallt. Der gut ausgewaschene und in ca. 800 ccm 
Wasser suspendierte Silberniederschlag wurde hei mit Salzsaiure 
zersetzt und salzsauer bis zum niichsten Tag stehen gelassen. 

Die ausgefallene Harnsidure betrug 0,14 g und war, 
wie sich beim Umbkristallisieren nach Horbaczewski er- 
wies, rein. 

0,1076 g verbrauchten 25,63 ccm ‘'/1o Normal-HCl 
Verlangt : 33,33°/o N 
Gefunden: 33,340 » | 

Das Filtrat der Harnsiure wurde zur Trockene einge- 
dampft, der Riickstand in Natronlauge gelést, die LoOsung mit 
Tierkohle entfarbt und mit Essigsiiure neutralisiert und nun- 
mehr eine nochmalige Silberfiillung vorgenommen. Der mit 
Salzsiiure zersetzte Niederschlag wurde zur Trockene einge- 
dampft. Nach moglichster Beseitigung der iiberschiissigen Salz- 
siure wurde der Riickstand in ca. 120 cem Wasser aufgekocht 
und filtriert (Filtrat A, Filterriickstand B). Aus dem Filtrat A 
konnte weder Guanin, noch Epiguanin, noch Adenin gewonnen 
werden. Dagegen fiel beim Einengen auf ca. 30 ccm eine 
schollige Substanz aus. Nach 12stiindigem Stehen im Eis- 
schrank wurde abfiltriert. Der Riickstand betrug 0,26 g. Nach 
den Angaben Kriigers und Salomons ins Nitrat verwandelt 
wurden 0,28 g eines schweren Kristallpulvers, das aus Plattchen 
bestehende Drusen zeigte und einen absolut einheitlichen Ein- 
druck machte, gewonnen. Es lag also zweifellos Xanthin 
vor. Das Nitrat wurde in freies Xanthin umgesetzt und das 
letztere bei 140° getrocknet. 

0,1232 g Substanz erforderten 32,3 ccm '/to Normal-HCl 

Verlangt fir C,H,N,O,: 36,84°/o N 
Gefunden : 36,71°/o » 


Im Filtrat wurden mit der Silberfallung nur noch minimale 
Basenreste gefunden. 

Der Filterriickstand B wurde mit verdiinntem Ammoniak 
kurz erwiirmt und vom Ungelésten abfiltriert. Das Ungeléste 
betrug 0,04 g und gab intensive Murexidreaktion. Es lag also 
noch ein kleiner Rest Harnséure vor. 

Das Filtrat wurde auf wenige Kubikzentimeter eingeengt. 
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Dabei fiel Xanthin in derben Krusten aus. Die Gesamtmenge 
betrug 0,01 g. Dasselbe wurde iiber das salpetersaure Salz 
gereinigt und nach Trocknen bei 140° analysiert. 

0.1418 g Substanz verbrauchten 37,15 cem '/1o Normal-HC] 

Verlangt : 36.84% N 
Gefunden: 36,68°/o » 

Im Filtrat waren wiederum nur unbetrachtliche Basen- 
reste vorhanden. 

Bei diesem Versuch hatten sich demnach an Stelle der 
0.9 g Guanin gefunden 0,18 g Harnsaure und 0,77 g 
Xanthin. 

Denselben Versuch habe ich nun des weiteren an einer 
Fermentlésung angestellt, welche nach der vorne angegebenen 
Weise mittels Aussalzens gewonnen worden war. 

Versuch VII. 500 ccm Fermentlosung (von derselben 
Losung, von welcher zu Versuch [If genommen worden war) 
+. 0,6 g in Normalnatronlauge gelésten Guanins werden sechs 
Tage lang unter Chloroformzusatz im Brutschrank bei einer 
Temperatur von 37° C, gehalten. Darnach wurde die Reaktions- 
fliissigkeit natronalkalisch kurz aufgekocht, mit Essigsaure 
schwach angesiiuert und vom. spirlichen EiweiBniederschlag 
abliltriert. Nach dem Erkalten wurde im Filtrat eine Silber- 
fallung vorgenommen. Der nach einigen Stunden abfiltrierte 
und gut ausgewaschene Niederschlag wurde, in Wasser sus- 
pendiert, mit Salzsiiure in der Warme zersetzt und das Filtrat 
eingedampft. Der nach Moglichkeit von anhaftender Salzsiiure 
befreite Riickstand wurde in verdiinntem Ammoniak aufgekocht 
und das Ganze tiber Nacht in den Eisschrank gestellt. Auf diese 
Weise gewann ich durch Filtration ein das Xanthin haltendes 
Filtrat und einen ungelosten Riickstand (Guanin). 

Der ungeléste Riickstand wurde in Normalnatronlauge 
gelost, filtriert und das Guanin aus der Losung mit Essigsaure 
ausgefiillt. Es fiel in rein weiBer Farbe sofort aus. Nach mehr- 
stiindigem Stehen wurde filtriert. Das Filtrat gab keine Silber- 
faillung mehr. 

Die Menge des wiedergewonnenen Guanins be- 
trug: 0,21 ¢g. 
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0,143 g Substanz verbrauchten 47,2 ccm '/1o Normal-Salzsdure 
Verlangt fiir C,H,N,O: 46,35°/o N 
Gefunden : 46,21°%o » 

Das ammoniakalische Filtrat wurde auf ca. 10 eem ein- 
geengt, wobei alles Ammoniak abdampfte und das Xanthin in 
charakteristischer, blattriger Form sich abschied. 

Die Menge des so gewonnenen Xanthins betrug 
0,363 g. 

Die Substanz wurde in salpetersaures Salz umgewandelt, 
welches sehr rasch als schweres Kristallpulver zum Vorschein 
kam und die charakteristische Kristallform zeigte. Dasselbe 
wurde wieder ins freie Xanthin verwandelt, das letztere bei 
140° getrocknet und analysiert. 

0,163 g Substanz verbrauchten 42,75 cem ‘'/io Normal-Salzsiure 
Verlangt fiir C,H,N,O,: 36,84°/o N 
Gefunden : 36,72°/o >» 

Es waren somit an Stelle der 0,6 ¢ Guanin gefunden 
worden 0,21 g Guanin und 0,863 ¢ XNanthin. 

Die Harnsiiure, welche ich in Versuch VI neben dem Xan- 
thin fand, verdankt ihre Entstehung zweifelsohne, mindestens 
teilweise, dem Umstand, dafS die zerkleinerte Milz zur Dar- 
stellung des Wasserextraktes mehrere Stunden andauernd geriihrt 
worden war, wobei bereits eine Harnséurebildung § stattfindet, 
wie ich mich auch sonst hiufig tiiberzeugen konnte. 

Die Versuche haben also ergeben, dai in der Rinder- 
milz ein isolierbares Ferment enthalten ist, welches 
im Thermostaten ohne Luftdurchleitung die Umwandlung 
von Guanin in Xanthin bewirkt, unter Luftdurchleitung 
jedoch an Stelle des Xanthins aus dem Guanin Harn- 
siure bildet. Es ist also ganz klar, dab der Weg der Harn- 
siurebildung aus Guanin tiber das Xanthin fihrt. 
2-Amino-6-8 Dioxypurin habe ich, trotzdem besonders 
darauf gefahndet wurde, nicht auffinden kénnen, und es ist 
also anzunehmen, dafi dieser von Emil Fischer dargestellte 
Kérper, welcher einzig noch neben dem Xanthin eine Uber- 


gangsstufe zur Harnsiiure bilden kOnnte, durch das vorliegende 
Ferment jedenfalls nicht dargestellt wird. 
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Meine Versuche haben des weiteren ergeben, daB, so 
zutreffend und wichtig die Untersuchungen Jones’ iiber die 
Bildung von Xanthin aus Guanin in der Thymusdriise, dem 
Pankreas und der Nebenniere sind, seine Beobachtung betreffs 
der Milz nicht zutrifft, wonach dieselbe eine Ausnahmestellung 
einnehmen und diese Funktion nicht besitzen soll. 

Meine weiteren Untersuchungen!) tiber die Harnsaure- 
bildung in Organen resp. Organextrakten haben bis jetzt er- 
geben, dal} eine solche statthat in der Leber, Milz, Lunge 
und im Muskel, wiihrend scheinbar keine Harnsidurebildung vor 
sich geht in der Thymusdriise, dem Darm, dem Blut und der 
Niere. Trotzdem geht in der Thymusdrise, wie Jones nach- 
gewlesen hat und wovon ich mich selbst tberzeugen konnte, 
der Ubergang von Guanin in Xanthin glatt vonstatten. Des 
weiteren habe ich auch eine Xanthinbildung im Nierenextrakt 
beobachtet, wie folgender Versuch zeigt. 

Versuch VIII. 500 cem wiisserigen Nierenextraktes + 0,5¢ 
in Natronlauge gelésten Guanins wurden 14 Tage unter Chloro- 
formzusatz bei 37° im Thermostaten gehalten. Darnach wurde 
das Reaktionsgemisch analog dem Milzextraktversuch( Versuch V) 
weiter verarbeitet. 

Auf diese Weise wurden schlieblich 0,18 g Xanthin 
isoliert. 

0,0952 ¢ Substanz verbrauchten 29,88 ccm '/10 Normal-HCl 

Verlangt : 36,84°/o N 
Gefunden: 36,59°/o » 
Guanin und die anderen Basen konnten nicht gefunden 


werden. 


Es muB also angenommen werden, daB die Harnséiure- 
bildung, welche auf ganz bestimmte Organe beschrankt ist, 
durch die Tiitigkeit zweier Fermente zustande kommt, 
eines desamidierenden, welches die Uberfiihrung von Guanin 
in Xanthin und Adenin in Hypoxanthin erméglicht, und eines leb- 
haft oxydierenden, welches Hypoxanthin zu Xanthin und Xan- 


') Kine ausfiihrliche Mitteilung dieser Versuche erfolgt nach Ab- 
schluf, derselben an anderer Stelle (Archiv f. klin. Med.). 
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thin wiederum zu Harnsaure umwandelt. Das desamidierende Fer- 
ment, welches fiir Guanin und Adenin jedenfalls dasselbe ist, sodab 
eine Kinzelbenennung als «Guanase» und «Adenase» nicht nodtig 
erscheint, bis nicht das Gegenteil bewiesen wird, erfreut sich 
einer weiten Verbreitung im Tierkérper und scheint so ziem- 
lich in jedem Organ vorhanden zu sein. Es stimmt diese An- 
nahme iiberein mit den Untersuchungen Langs') iiber die 
Desamidierung im Tierkérper, welcher ebenfalls die weite Ver- 
breitung eines desamidierenden Vorganges im Organismus 
erwies. Das speziell harnséurebildende, oxydierende Ferment 
jedoch scheint auf einzelne bestimmte Organe beschriinkt zu 
sein. Es bediirfen jedoch diese Verhiiltnisse noch weiterer 
Untersuchungen, weshalb ich auf eine definitive Formulierung 
bis auf weiteres verzichte. 

Wie steht es nun mit der Spaltung der Nucleoproteide 
resp. der Nucleinsaure, ist sie durch dieselben Fermente be- 
dingt, welche die Uberfithrung in Xanthin und in Harnsiiure 
bewirken ? 

In meiner ersten Mitteilung konnte ich zeigen, daB der 
wasserige Extrakt von Leber und Milz imstande ist, aus a-thymo- 
nucleinsaurem Natrium unter Abspaltung der Purinbasen Harn- 
saure zu bilden, und aus der Tatsache, dafi bei der Autolyse 
als Endprodukte Xanthin und Hypoxanthin gefunden wurden, ist 
zu schlieben, dai die Nucleoproteide der Organe einer Spaltung 
unterzogen werden, wobei die Purinbasen frei werden und so 
zuganglich der Einwirkung des desamidierenden Fermentes. 
Ks war daher sehr naheliegend, den Versuch zu machen, ob die 
Fermentlosung in isoliertem Zustande eine Spaltung der Nuclein- 
siure unter Auftreten von Harnsiiure herbeizufiihren vermag. 

Versuch [X. 400 ccm Fermentlisung von der Portion, 
welche auch zu Versuch III und VII gedient hatte, wurden mit 
2,0 nucleinsaurem Natrium, das vorher in Wasser gelést war, 
versetzt und mit Natriumkarbonat leicht alkalisch gemacht. 
Das Gemisch wurde darauf 3 Tage lang unter Luftdurchleitung 
nach Chloroformzugabe bei 42° im Wasserbad digeriert. 

') S$. Lang, Uber Desamidierung im Tierkiérper, Hofmeisters 
Beitrige zur chemischen Physiologie und Pathologie 1904, Bd. V, S. 321. 
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Vor der Verarbeitung auf Harnséure wurde die Lésung 
3 Stunden lang mit 10 ccm konzentrierter Schwefelsiure am 
RiickfluBkiihler gekocht. Es fanden sich nur kleinste Spuren 
von Harnsiiure vor. Dagegen konnte im Filtrat ein dicker 
Basenniederschlag mit ammoniakalischer Silberlosung erzielt 
werden. 

Es war also nicht gelungen, mittels der Losung isolierten 
Milzfermentes, welche ohne weiteres Guanin in Xanthin und 
Xanthin in Harnsiiure iiberfiihrte, eine Spaltung der a-Nuclein- 
siure zu erzielen, so daf die in ihr enthaltenen Purinbasen 
frei gemacht und in Harnsiiure umgesetzt werden konnten; 
da dieser Vorgang mit einem wiisserigen Milzextrakt, wie friiher 
bewiesen, glatt durchgefiihrt werden kann, so muf in der iso- 
lierten FermentlOsung das treibende Agens fehlen. Es scheint 
mir demnach dieser Versuch, dem ich noch einen zweiten 
sleichlautenden beifiigen konnte, daftir zu sprechen, dab auber 
dem desamidierenden und dem oxydierenden Fermente noch 
ein drittes Ferment in Tiitigkeit treten mu, um aus Nuclein- 
siiure durch Abspaltung der Basen Harnsaure zu bilden. Es 
muf eine Nuclease im engeren Sinne des Wortes geben, 
welche Nucleinsiure zu spalten vermag, so daf die 
darin enthaltenen Purinbasen in Freiheit gesetzt werden. Damit 
stellt sich also die Harnsiiurebildung im tierischen Organis- 
mus als ein komplizierter Vorgang dar und es bedarf zweifels- 
ohne dreier verschiedener Gewebstermente, um deren 
Zustandekommen aus den an das Nucleinsiiuremolektil gebundenen 
Purinbasen zu ermoglichen. Es wiire vielleicht auch denkbar, 
da die Fermente durch den umstiindlichen Isolierungsprozel 
derart abgeschwicht wurden, dab sie nicht mehr imstande sind, 
die schwierigere Aufgabe der Nucleinsiiturespaltung durchzu- 
fiilhren, wihrend die anderen Funktionen noch gehen, Es stande 
jedoch diese «Abschwiichung des Fermentes» im Widerspruch 
zu dessen ausgezeichneter Wirkung bei der Harnsiiurebildung, 
weshalb ich von dieser Annahme vorderhand absehen zu dirfen 
glaube. 

Es bleibt mir nun nur noch iibrig, in wenig Worten aul 
die harnsiurezerstorende Fihigkeit der Gewebe ein- 
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zugehen, welche ja friher schon von Wiener!) durch aus- 
fiihrliche Untersuchungen festgestellt und auch von Ascoli?) 
gefunden wurde. Bei meinen Untersuchungen tiber die Harn- 
siurebildung mufte ich mich bald mit ihr intensiver beschiif- 
tigen, da es sich sofort zeigte, daB in einigen Organen offenbar 
die gebildete Harnsaéure zum Teil alsbald wieder zerstért wurde 
und somit das gesuchte Resultat verschleiert blieb. Ich fand 
so, dafi der Niere, Leber, dem Muskel und vielleicht dem 
Knochenmark harnsiurezerstérende Fiahigkeiten zukommen, 
daB dieselben aber am = ausgesprochensten der Niere ange- 
héren. Zum Beweis diene der folgende Versuch: 

Versuch X. 400 cem wiisseriger Nierenextrakt -+- 0,5 g 
in Normalnatronlauge geloster Harnsaiure werden wie die 
Guanin-Milz-Versuche 4 Tage lang unter Chloroformzusatz bei 
Luftdurchleitung im Wasserbad mit 42° C. Temperatur digeriert. 
Das Reaktionsgemisch wird hernach vor der weiteren Verar- 
beitung 3 Stunden lang, mit 10 cem konzentrierter Schwefel- 
siiure versetzt, am Riickflubkiihler erwiirmt. Das neutralisierte, 
vom Eiweibniederschlag befreite und erkaltete Gemisch wird mit 
ammoniakalischer Silberlédsung gefallt und wie gewohnlich 
verfahren. 

Es wurde von der zugegebenen Harnsiure nichts 
mehr wiedergefunden. 

Ks gelang mir inzwischen, auch dieses Ferment. isoliert 
zu gewinnen; doch werde ich dazu erst nach Abschlub der 
dariiber im Gang befindlichen Versuche naheres mitteilen. 

Zum Schlusse will ich noch erwihnen, daf} der wiasserige 
Milzauszug imstande ist, auch methylierte Purine zu spalten, 
was daraus hervorgeht, daf ich bei Zugabe von Coffein, das 
sich mit der Kupfersulfat-Bisulfitmethode nicht fallen laBt, nach 
einiger Zeit Kérper erhielt, welche mit eben dieser Methode 
sich isolieren lieBen. Die Identifikation derselben steht noch aus. 





'! H. Wiener, Uber Zersetzung und Bildung der Harnsdure im 
Tierkérper, Archiv f. exp. Pathol. u. Pharmak., Bd. 42, S. 375. 

2) G. Ascoli, Uber die Stellung der Leber im Nucleinstoffwechsel. 
Pfliigers Archiv, Bd. 72, S. 340 (1898). 











Uber die Einfiihrung von Stickstoff in die Santoninmolekel und 


das physiologische Verhalten einiger Santoninstoffe. 
Von 
Edgar Wedekind. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitat Tiibingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. Oktober 1904.) 


Der Bitterstoff Santonin!) C,,H,,O, zeigt in seinem phy- 
siologischen Effekt eine gewisse Ahnlichkeit mit den giftigen 
Pflanzenalkaloiden, unterscheidet sich aber von diesen in 
chemischer Beziehung dadurch, dab er keinen Stickstoff ent- 
hilt. Die Einfiihrung von Stickstoff in Form einer salzbildenden 
Gruppe hat nicht nur chemisch, sondern auch pharmakologisch 
Interesse durch den eventuellen Umschlag der physiologischen 
EKigenschaften. Nun sind stickstoffhaltige Santoninabkémmlinge 
bisher wenig bekannt und untersucht. Zu diesen gehort — 


von nichtbasischen Kérpern — das Phenylhydrazon und das 
Oxim. Letzteres hat an Stelle des Santonins Anwendung als 
Arzneimittel gefunden, da es weniger giftig — und daher un- 
bedenklicher — sein soll. Das Oxim ist auch das Ausgangs- 


material fiir die Darstellung eines basischen Stoffes dieser Reihe 
gewesen: durch vorsichtige Reduktion entsteht aus demselben 
Santoninamin,?) entsprechend dem Schema: 


CH, CH, 
| | 
CH, C CH, C 
iv a | PN, 
O—HC C_ CH, oe ¢ oh 
Pd | | i | 
CO | | — CO | 
\ | | “ | 
CH—HC CC C=NOH CH—HC C CH—NH, 
| a | is as 
CH, CH, C CH, cA... ¢ 
| | 
CH, Cal, 


Santoninoxim Santoninamin 


') Niheres tiber Konstitution, Derivate usw. siehe E. Wedekind, 
«Die Santoningruppe», Sammlung chem. u. chem.-techn. Vortrage; Bd. VIII, 
Nr. 9, Stuttgart 1903. 

*) Vergl. Gazzetta chimica 22 [2], 24, 35. 
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Diese Base ist chemisech durch ihre auberordentliche 
Unbestandigkeit charakterisiert: sie verliert namlich sehr leicht 
eine Molekel Ammoniak — unter Entnahme eines Wasserstoff- 


atomes aus der benachbarten Methylengruppe und geht in 
Hyposantonin C,,H,.O, tber. Physiologisch ist das Santonin- 
amin ausgezeichnet durch seine starke Toxiciléat, welche an 
diejenige der giftigen Alkaloide erinnert. 

Eine Gelegenheit, zu bestindigen Santoninbasen zu ge- 
langen, bot sich nun, als ich in Gemeinschaft mit Oskar 





Schmidt fand,!) daf die Enolform des Santonins, das sog. 
Desmotroposantonin, durch Kuppelung mit Diazoniumchloriden 
in guter Ausbeute bestiindige und wohl charakterisierte Benzol- 
azoderivate liefert. Dieselben sollten bei der Reduktion unter 
Abspaltung von Anilin ein Aminodesmotroposantonin geben, 
entsprechend der Gleichung: 











CH, CH, 
| | 
CH, C CH, C 
o~ne ¢ c-Hewee, O—HC C C—NH, 
y | qd | 
CO | | --2H, = CO | | +. C,H,OH, 
\ | * | 
CH—HC Cc CG—OQOH CH—HC C C OH 
| ‘Ss at | oe eS 
CH, CH, C CH, CH, C 
| | 
CH, CH, 


Tatsichlich entsteht nach Versuchen?) von O. Schmidt 
beim Behandeln von Benzolazodesmotroposantonin mit Zinn- 
chloriir und Salzsiure ein farbloses und ziemlich bestindiges 
Salz; dasselbe entspricht indessen nicht der erwarteten Formel, 
denn der Laktonring ist gleichzeitig mitreduziert worden: es 
liegt eine Aminosiure — eine aminosantonige Saure — der 
folgenden Konstitution vor: 


') Vergl. Berichte d. deutsch. chem. Ges., Bd. 36, S. 1386 ff. [1903] 
und Zeitschrift f. Farben- u. Textilchemie Il, Nr. 12. 

*) Eine ausfiihrliche Mitteilung tiber dieselben, sowie tiber die 
chemischen und optischen Eigenschaften der erhaltenen neuen Kérper 
soll an anderem Orte ver6ffentlicht werden. 
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Koérper von den gleichen Eigenschaften —- abgesehen vom 
Drehungsvermogen — erhialt man durch Reduktion der benzol- 
azosantonigen bezw. — desmotroposantonigen Séure. 


Diese Oxyaminosiiuren sind stereoisomer und entsprechen 
simtlich der empirischen Formel C,;H,,O,N, man erhiilt die- 
selben in Form der salzsauren Salze, welche gut kristallisieren 
und wasserloslich sind (Ausbeute ca. 90°/o der Theorie). Diese 
Hydrochloride eignen sich gut fiir physiologische Versuche 
wegen ihrer Bestaéndigkeit und Léslichkeit; gepriift wurde aus- 
schlieBlich die leicht zugéngliche, salzsaure d-aminodesmotro- 
posantonige Saéure (aus Anilinazodesmotroposantonin). Dieses 
Salz bildet farblose an der Luft etwas rétlich werdende bliattchen, 
die durch Umkristallisieren aus salzsiurehaltigem Wasser ge- 
reinigt werden und rechtsdrehend sind; der Chlorgehalt ent- 
spricht der Theorie: 

0,382 g Substanz gaben 0,188 g AgCl. 


Berechnet fiir C,,H,,O,NCI Gefunden 
11,83 %o Cl 12,16 Jo Cl 

Die wiasserige Losung reagiert infolge einer ziemlich 
starken hydrolytischen Spaltung sauer. 

Die freie Aminosiiure erhilt man am einfachsten durch 
Eingieben einer LOsung des salzsauren Salzes in Natriumacetat- 
lOsung, wodurch sie in farblosen Flocken gefallt wird. Durch 
Umkristallisieren aus Alkohol erhalt man feine Nadeln vom 
Schmelzpunkt 206°. Die freie Siure ist in Wasser sehr schwer 
loslich, in Alkohol dagegen leicht léslich, ebenso in Alkali- 
karbonatlosung. 

Unser eigentliches Ziel — Darstellung eines Aminoderi- 
vates des Santonins bezw. Desmotroposantonins (Formel s. 0.) 
— hatten wir nicht erreicht; bei der Empfindlichkeit des 
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Laktonringes gegen reduzierende Agentien wird die Darstellung 
eines solchen Korpers tberhaupt Schwierigkeiten haben (ein 
Vorversuch, das Nitrodesmotroposantonin als Ausgangsmaterial 
zu verwenden, hatte ebenfalls ein negatives Resultat). 

Obwohl also die von uns dargestellten Aminokérper Deri- 
vate der santonigen Sauren sind, hielten wir dennoch physio- 
logische Versuche mit diesen Aminosiuren fiir niitzlich, zumal 
iiber die Wirkungsweise der santonigen Siure selbst schon 
einiges bekannt ist.!) Letztere ist ein ziemlich starkes Gift, das 
vorwiegend narkotisch wirkt; wie weit diese Saéure im ibrigen 
dem Santonin pharmakologisch verwandt ist, ist allerdings aus 
den diesbeziiglichen Literaturangaben nicht zu ersehen. 

Herr Professor R. Kobert in Rostock hatte zunichst auf 
unser Ansuchen die Freundlichkeit, das salzsaure Salz der 
d-aminodesmotroposantonigen Saure auf seine eventuelle Toxi- 
citat hin zu untersuchen. «Es wurde 1. auf Blut, 2. an Fréschen, 
3. an Meerschweinchen, 4. an einer Katze, 5. am Hunde ge- 
prift und erwies sich als vollkommen ungiftig. Die 
Applikation geschah teils unter die Haut (beim Frosch, bei den 
Meerschweinchen und bei der Katze), teils per os in den Magen 
(der Hund erhielt auf diesem Wege ein ganzes Gramm auf 
einmal). Auf Blut wirkt das salzsaure Salz, da es erheblich 
sauer reagiert (infolge hydrolytischer Dissoziation, s. 0.) wie 
das Amidophenol?) methiimoglobinbildend; diese Ahnlichkeit ist 
aber nur eine scheinbare, denn nach gehoriger Neutralisation 
fallt diese Wirkung fort. In welcher Weise die Substanz auch 
einem Hunde verabfolgt ist, in den nichsten Stunden erscheint 
im Harn eine an sich farblose Substanz, welche auf Zusatz 
von Kisenchlorid#) einen schwarzen Niederschlag bildet, wahrend 
der normale Hundeharn mit der gleichen Menge von KEisen- 
chlorid einen gelblichen weiBen Niederschlag (Eisenphosphat) 

') Vergl. Lo sperimentale 1887, S. 35 und Arch. per le sc. med. 
11, 255 [1887]. 

*) Tatsiichlich ist der Kérper ein kompliziertes Saéurederivat des 
Orthoaminophenols (vergl. vorstehende Konstitutionsformel). 

>) Das reine urspriingliche Salz gibt mit Eisenchlorid nicht einen 
schwarzen, sondern einen gelblichweifen Niederschlag. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIII. 16 
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liefert. Diese unerwartete!) Ungiftigkeit der salzsauren amino- 
santonigen Siiure wirde, falls dieselbe wie Santonin wurm- 
widrig wirkt, zur Folge haben, dafi sie das Santonin aus dem 
Arzneischatze verdrangt.» Ehe in die hierdurch angeregte 
Priifung eingetreten wurde, schien es angezeigt, zunachst einige 
vergleichende Beobachtungen iiber die eventuelle Toxicitat des 
Santonins und seiner Isomeren (Desmotroposantonin, Santon- 
siure usw.) unter gleichen Bedingungen zu sammeln. Eine 
solche Untersuchung war auch fiir rein chemische Fragen von 
Interesse, insbesondere fiir die Beurteilung der Konstitution des 
Desmotroposantonins und der Santonsaure, zumal die bisher 
hieriiber bekannt gewordenen Daten unvollstandig und zum Teil 
widersprechend sind.*) Das eigentliche Santonin z. B. gilt als 
ziemlich giftig, wenigstens fiir den Menschen.*) Abgesehen vom 
Gelb- und Violettsehen kommen Fiimmern, Schwindel, Hallu- 
cinationen, Kopfschmerz und Erbrechen vor; grdSere Dosen 
bewirken vom Gehirn und zuwelen auch vom Riickenmark 
ausgehende Kriimpfe.t) Ob das Santonin fir Tiere ebenfalls 
giftig ist — die Kenntnis dieser Tatsache ist fiir vergleichende 
Tierversuche notwendig —, ]aBt sich aus den bisherigen Be- 
obachtungen tiber diesen Gegenstand nicht mit Sicherheit ent- 
nehmen. (Harnack u. a. haben z. B. Santonin subkutan in 
Portionen von 0,6—1,0 g injiciert und damit nur in unsicherer 
Weise Vergiftung erzielt.) Uber die physiologischen Eigen- 
schaften des Desmotroposantonins, des Ausgangsmaterials fiir 
oben beschriebene Aminokorper, ist bisher nichts bekannt, doch 
ist a priori zu erwarten, dafs es noch giftiger ist, als das San- 
tonin, da es ein substituiertes Phenol ist. Die Konstitution der 
Santonsiure, welche der gewOhnlichen Santoninsaure isomer ist 
und aus letzterer durch Kochen mit Barythydrat dargestellt 
wird, ist nicht mit voller Sicherheit bekannt; der Unterschied 

') Die Substanz hatte die Giftigkeit der santonigen Saéure haben 
kénnen, vereinigt mit der schadlichen Wirkung eines Amins auf das Blut. 

*) Vergl. Lo Monaco, Atti d. R. Accadem. dei Lincei, Rendic. 
[5) 5, 1, 366 u. 410. 

*) Die Maximaldose fiir therapeutische Zwecke betragt 0,1 g. 

‘) Diesen Symptonen entspricht das Sektionsergebnis: Hyperamie 
des Gehirns und seiner Hiute. 
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in dem Bau der beiden Stoffe (Verschiebung einer Doppel- 
bindung) ist jedoch so gering, dai man von der Santonsiéure 
eine aihnliche Giftigkeit erwarten sollte, wie sie das Santonin 
bezw. die Santoninsaure besitzt. Die Konstitutionsformeln der 
drei Santoninstoffe sind die folgenden: 


CH, CH, 
| | CH, 
CH, C CH, C | 
st ™ Fe ie CH, ¢ 
O—CH C_ CH, O—CH CC CH Pit Fak 
J | | | F | OH-C C CH, 
CO | CO | 1 | ] 1 | | 
‘ . 3 i HOOC-—-CH-C C | CO 
CH-CH CG CO CH—CH C C—OH | \ JBN | 7 
oe ea |. 4 NA CH, CH, C 
CH, CH, C CH, CH, C | 
| CH, 
CH, CH, 
Santonin Desmolroposantonin Santonsiure (nach 


Francesconl) 

Herr Privatdozent Dr. W. Straub in Leipzig hatte die 
Liebenswirdigkeit, die von mir gewiinschte vergleichende phar- 
makologische Untersuchung des Santonins, des Desmotropo- 
santonins, der Santonsiiure und der salzsauren d-aminodesmo- 
troposantonigen Saure auszufiihren und die Ergebnisse derselben 
mir zur Verfiigung zu stellen. 

Zunachst zeigte sich, dab die vier Santoninstoffe auf ver- 
schiedene Seetiere giinzlich wirkungslos sind; besonders auf- 
fallend war dieser negative Befund fiir die marinen Wiirmer. 
Die Praparate kOnnen in therapeutisch aussichtreichen Mengen 
gegeben werden, denn gefiitterte und hungernde Kaninchen er- 
trugen 0,2 g ohne irgend welche Erscheinungen. Um Material 
zu sparen, wurde nicht weiter mit steigenden Dosen gearbeitet, 
sondern es wurden von 0,05—O0,2 g wachsende Mengen direkt 
in den Kreislauf injiziert, und zwar durch Einbringung der be- 
treffenden Lésungen in eine grobe Vene; das injicierte Volumen 
betrug 10—20 ecem. Das Resultat war wieder so gut wie ne- 
gativ, denn die genannten Mengen Santonin, Desmotroposan- 
tonin und Santonsiure riefen keine eklatanten Vergiftungs- 
erscheinungen wie Krimpfe, Fieber, Tod im Coma usw. hervor; 
fiir die Frage der Toleranz des Organismus fiir die genannten 
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Substanzen bedeutet das, daB selbst solche Mengen hitten ver- 
fiittert werden kénnen, de den Ubergang von 0,2 g in das Blut 
herbeigefiihrt hatten, und das wiire vie.leicht erst bei der 10fachen 
Menge geschehen. Die drei Santoninstoffe verhalten sich dem- 
nach unter den gewihlten “Bedingungen ziemlich gleich: eine 
gesteigerte Toxicitaét ist bei den Isomeren des Santonins nicht 
zu konstatieren; ebenso ist es mit der Aminoverbindung, ab- 
gesehen von einem Falle, in welchem ein Kaninchen 6 Stunden 
nach der Injektion von 0,2 ¢ unter schwachen Krampfen starb. 
Die Symptome waren nicht ausgesprochen genug, als dab man 
sie eindeutig auf die Santonin- oder Aminogruppe in der Mo‘ekel 
hatte zuriickfiihren kOnnen; auch konnte dasselbe Resultat in 
der Folge nicht mehr erzielt werden. 

Die Weiterfiihrung der Versuche in dieser Richtung er- 
schien aussichtslos, da die Reaktion bei den Tieren qualitativ und 
quantitativ unscharf ist, und da ferner die intravendse In ektion 
grOberer absoluter Mengen der Substanzen die Anwendung ent- 
sprechender Fliissigkeits- und Alkaliquanten erfordert hitte, was 
zu stOrenden, das Resultat verschleiernden Nebendiuberungen 
fiihren konnte. Es wurden deshalb vergleichende Versuche mit 
Spulwiirmern angestellt, die schon friiher mit Riicksicht auf 
die Ungiftigkeit der aminosantonigen Séure in Aussicht genommen 
waren und auch zu einem positiven Resultat fiihrten. 

Versuchsobjekte waren Askariden des Schweins, die mit 
den Darmparasiten des Menschen identisch sind; dieselben wurden 
in einem Thermostaten auf KoOrpertemperatur (37°) gehalten, 
und zwar in einer Lésung!) von 0,2°/o kohlensaurem Natrium 
und 19%/o Kochsalz, in welcher die Parasiten wochenlang am 
Leben blieben. Fir jeden Versuch wurden je zwei Tiere ver- 
wandt, und zwar in flachen Schalen, die 100 cem obiger F.iissig- 
keit und 0,1 g der zu priifenden Substanz enthielten. Letztere 
war vorher in einem Porzellanmorser innig mit der Fliissigkeit ver- 
rieben worden; auf diese Weise wurden — abgesehen von der 
leicht l6slichen Aminosiiure nicht genau 0,1 g Substanz in 
Losung gebracht, sondern ein etwas kleinerer, schwankender An- 
teil. Hieran wurde nichts geindert, weil diese Verhiltnisse die 


vergl. Diese Zeitschrift, Bd. VII [1883/1884]. 
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Bedingungen im Organismus gut kopieren, wo die gleiche Alkales- 
zenz einen Uberschu8 von Santonin zu bewiiltigen hat. 

Das Ergebnis dieser vergleichenden Versuche war, dab 
nur in dem Gefaéb, welches Santonin enthielt, die Askariden 
abstarben, und zwar nach 4—6 Stunden; in allen anderen 
GefaiBen (Desmotroposantonin, Santonsiiure und aminosantonige 
Saiure) blieben die Parasiten noch weiter am Leben, bis nach 
drei Tagen die Versuche abgebrochen wurden. 

Die Lésung, welche die Aminoverbindung enthielt, hatte 
sich braun gefarbt, was auf eine geringfigige Oxydation an 
der Luft in alkalischer Lésung zuriickzufiihren ist. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB nur das 
Santonin — im Einklang mit seiner bekannten Wir- 
kung als Arzneimittel — das spezifische Tier zu téten 
vermag, und daf nach dieser Richtung also alle Ver- 
inderungen im Bau der Molekel, scheinbar sogar so 
geringfigige, wie die Versetzung eines Wasserstoff- 
atoms, bezw. die Wanderung einer Doppelbindung die 
toxische Wirkung aufgehoben haben. Besonders auf- 
fallend ist dieser Befund fiir das Desmotroposantonin, weil er 
dem Phenolcharakter dieses KOrpers (s. 5. 244) keine Rechnung 
triigt; man konnte daher geneigt sein, die spezifische Giftigkeit 
des Santonins auf die Atomgruppierung — CH,— CO — zuriick- 
zufiihren: Ketonsauren wie die Livulinséure 

CH, — CO — CH, — CH, — COOH, 
der man die Santoninsiure an die Seite setzen kénnte, sollen 
stark toxisch') wirken. Hiermit steht nur in Widerspruch, daB 
die isomere Santonsidure (s. 5. 245) gegen Askariden unwirksam 
ist; da diese Saure aber auch als Diketoséure, entsprechend 


der Formel: i 
CH, C 
f™NESTS 
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HOOC—CH—CH GC | CO 
| NEN Z 
CH, CH, € 
| 
CH, 


') Vergl. S. Frankel, Arzneimittelsynthese, Berlin, 1901, S, 71. 
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reagiert, so kénnte man sie gewissen Diketonen (Benzoylacet- 
aldehyd, Benzoylbrenztraubensdureester, Oxalessigester usw.) 
zuordnen, welche hypnotisch wirken und kaum giftig sein 
diirften; tbrigens soll die Santonsiiure bis zu einem gewissen 
Grade antipyretische Wirkungen besitzen.!) Was endlich die 
Harmlosigkeit der salzsauren aminosantonigen Saure betrifft, so 
steht dieselbe mit den weiter oben beschriebenen Versuchen an 
Katzen, Hunden, marinen Wiirmern usw. in Einklang; ein wurm- 
treibender Effekt ist damit natiirlich nicht ausgeschlossen, da schon 
gewisse iiuberliche Eigenschaften, die mit der todlichen Wirkung 
prinzipiell nichts gemein haben miissen, wie Geschmack und dergl., 
die Parasiten zum Verlassen?) des Darms veranlassen kOnnten. 

Aus den in dieser Arbeit erwihnten pharmakologischen 
Versuchen mit dem Santonin selbst geht hervor, daB dieser 
Bitterstoff, abgesehen von den Askariden, fiir Tiere — soweit 
das Beobachtungsmaterial reicht — keine nennenswerte Toxicitat 
besitzt, wiihrend Santonin fiir den Menschen schon in Gaben 
von mehr als !/10 g gefiihrlich ist. Diese Tatsache ist nicht ohne 
Analogie: so ist z. B. das Morphin ein spezifisches Menschen- 
gift und die Toxicitaét des Cantharidins fiir 1 kg Mensch, Huhn 
und Igel verhalt sich wie 20000 : 500 : 7. 3) 

Nachdem sich das Reduktionsprodukt des Benzolazodes- 
motroposantonins, die aminosantonige Saure, als ein Derivat der 
santonigen Séure erwiesen hat, ist auch eine eingehende pharma- 
kologische Priifung dieses Santoninderivates in Aussicht ge- 
nommen. 

Den Herren Prof. Dr. R. Kobert in Rostock und Dr. 
W. Straub in Leipzig, die mir in liebenswiirdigster Weise die 
in dieser Mitteilung enthaltenen physiologischen Beobachtungen 
zur Verfiigung gestellt haben, méchte ich auch an dieser Stelle 
meinen aufrichtigen Dank fur ihre Bemithungen aussprechen. 

Tiibingen, im Oktober 1904. 


‘) Diese Eigenschaft kann mit dem unbekannten Teil der Kon- 
stitution dieser Séure zusammenhangen. 
2) Auch nach Santoningenuf gehen die Askariden zum Teil lebend ab. 
8) Vergl. Archiv f. experim. Pathol. u. Pharmak., Bd. XLV, S. 108. 




















Pharmakologische Studien dber synthetisch hergestellte Basen 
aus der Piperidinreihe. ') 


Von 


Dr. med. Herm. Hildebrandt, 
Privatdozent fiir Pharmakologie und Gerichtliche Medizin an der Universitat Halle. 
Assistent am Pharmakologischen Institut. 


(Der Redaktion zugegangen am 20, Oktober 1904.) 


Vor einigen Jahren habe ich Mitteilung gemacht iiber das 
pharmakologische Verhalten?) einer neuen Klasse von Basen, 
welche man erhalt, wenn man aquimolekulare Mengen eines 
Phenols, Piperidin und Formaidehyd auf einander ein- 
wirken JaBt. 

Kin besonderes Interesse beanspruchte die von Thymol ge- 
bildete Base, da das im Harn nach threr Darreichung erscheinende 
Stoffwechselprodukt — eine gepaarte Glykuronséure — mit 
groBbter Leichtigkeit rein zu erhalten war. Beziiglich der Kon- 
stitution der Basen habe ich auf Grund der vorliegenden Literatur 
angenommen, da der Eingriff des Formaldehyds nicht in die 
Hydroxylgruppe erfolgt, sondern an einer der besonders reak- 
tionsfahigen Stellen des Benzolringes, nimlich an der Para- bezw. 
der Orthostellung zum Hydroxyl. 


a CH, CH, 
HOC > — CH, NC YCH, 
CH, CH, CH, 
C,,H,,NO 


Mit dieser Auffassung stimmte auch das Ergebnis der 
Untersuchung des Spaltungsproduktes der gepaarten Verbindung. 
Wahrscheinlicher war der Eingriff des Formaldehyds in die 

1) Die Untersuchung wurde in der Chemischen Abteilung des 
Physiologischen Institutes zu Berlin begonnen und im Institute 


fir Pharmakologie und Physiologische Chemie zu Halle be- 
endet; einige Versuche wurden im Chemischen Institute zu Greifs- 


wald und im Pharmakologischen Institute zu Bonn ausgefiihrt. 
*) Arch. f. experim. Path. u. Pharm., Bd. 44, S. 278 ff. (1900). 
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Parastellung zum Hydroxyl, da im Falle der Besetzung der 
Parastellung durch Methyl (p-Kresol) oder Hydroxy! (Hydro- 
chinon) die Reaktion im ersten Falle sehr langsam, im zweiten 
nur bei gleichzeitiger Erwirmung vor sich ging.!) 

Um im Falle des Thymols die Frage zu entscheiden, an 
welcher der beiden in Betracht kommenden Stellen der Form- 
aldehyd eingreift, waren solche Derivate von Wichtigkeit, bei 
denen bereits die eine der beiden Stellen anderweitig besetzt ist. 
Halogenderivate konnten nicht ohne weiteres in Frage kommen, 
da sich bei der Einwirkung von Natriumhypochlorit auf Thymol 
bei Gegenwart von Natronlauge oder von Brom in Na-Br-Loésung 
dem Aristol analog zusammengesetzte Korper, namlich Dichlordi- 
thymol bezw. Dibromdithymol?) bilden von der Zusammen- 
setzung C, H,,br,Q,. 

Ich wandte mich daher zuniichst Derivaten des Thymols 
zu, welche ein anderes Atom substituiert im Kern enthalten. Nach 
neueren Beobachtungen hat Quecksilber die Eigenschaft, bei 
aromatischen Verbindungen substituierend einzutreten. Nach 
suroni*) enthalten auch die als sekundares oder basisches 
Quecksilbersalycilat beschriebenen Verbindungen — entgegen der 
bisherigen Annahme — das Hg im Kern, so auch das Oxy- 

=. a Fiir meine 
Hg - C,H,OH © CO. 
Zwecke schien mir besonders geeignet ein Derivat des Thymols, 


merkurosalicyisaureanhydrid 


welches O. Dimroth4) in seiner Abhandlung «Uber die Mer- 
kurierung aromatischer Verbindungen» unliingst beschrieben hat. 
Dieser Autor erhielt bei der Einwirkung von Quecksilberacetat 
auf Thymol, je nach der relativen Menge der Ausgangsprodukte, 
ein Mono- oder ein Di-Quecksilbersubstitutionsprodukt. Wenn 
man Quecksilberacetat in mit Kisessig versetztem Alkohol gelést auf 
Thymol (1 Mol.) in der Hitze einwirken labt, so entsteht im wesent- 
lichen Thymolmonoquecksilberacetat, aus dessen Losung Cl-Na 


) }. c. S. 279. 

*) H. Cousin, J. Pharm. Chim., Bd. 16, S. 378 ff. (Chem. Zbl., 
26, 1902). 

3) Buroni, Gaz. chim. ital., 32, Il (Chem. Zbl. 1903, I, H. 10). 

*, Berichte d. deutsch. chem. Ges., Bd. 35, 5. 2864 (1902). 
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Thymolquecksilberchlorid ausfallt C,H,(CH,)(C,H,)/OH) - HgCl. 
Nach dem Umkristallisieren aus 40°/oigem Alkohol erhilt man die 
Verbindung in haarfeinen Nadeln. Sp. 139, 


HY 


Bringt man 


die alkoholische Lésung dieser Verbindung mit aqui- 
molekularen Mengen von Piperidin und Formaldehyd 
zusammen, so tritt keine Reaktion ein, welche deutlich 
durch Selbsterwirmung sich verrat, wenn man Thymol!) mit 


den genannten Komponenten zusammenbringt 


. Es geht hieraus 
hervor, dafi die reaktionsfahigste Stelle am Benzolring besetzt 


ist. Auch bei langerem Stehen schied sich keine N-haltige Ver- 


bindung auf Wasserzusatz aus. Ich habe nun das Reaktions- 
gemisch auf dem Wasserbade am Rickflubkiihler erhitzt in der 
Annahme, dai dann an der noch freien Orthostelle des Benzol- 


ringes der Eingriff des Formaldehyds erfolgen wide. 


In der 


Tat erhielt ich nach einstiindigem Kochen der Lésung auf vor- 


sichtigen Wasserzusatz eine feste Verbindung, die bei 95" schmolz, 


Stickstoff enthielt und zweifellos das Methylenpiperidid des Thymol- 


quecksilberchlorids vorstellt. 


H.C, OH cH, CH, 
| YC — CH, N< p 
ClIHg CH, cf ce. 


CH, 


Jereits in Mengen von einigen Zentigrammen rief die Ver- 
bindung bei Kaninchen diinnen Stull hervor; Dosen von 0,1 g 
machten derartig heftige Durchfille, daBb die Tiere in einigen 
Tagen zugrunde gingen. Bei Hunden machte sich nach Zufuhr 
von 0,1 g und mehr eine deutliche Wirkung auf den Darmtraktus 
geltend, indem der Stuhl breiig wurde. Grofere Gaben riefen 
heftiges Erbrechen hervor. Die gleichen Wirkungen hatte das 
Thymolquecksilberchlorid selbst sowie der oben erwahnte Korper 


von Buroni. Von einer versuchsweisen therapeutischen An- 


wendung dieser Kérper habe ich abgesehen. 


Zweifellos ist es 
der Eintritt des Hg-Atoms in den Benzolkern, welcher bei den 
erwihnten Substanzen die Wirkung auf den Darmtraktus zu 
Wege bringt. Allein diese Eigenschaft machte die Substanzen 
wenig geeignet zu Versuchen betreffs des Schicksals im Organis- 


mus. Immerhin habe ich feststellen kOnnen, dali auch nach 
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Darreichung des quecksilbersubstituierten Thymotinpiperidids 
vepaarte Glykuronsiiuren im Harn der Kaninchen erscheinen. 

Schon friiher sind und zwar von H. Kobek'!) Abkémmlinge 
des Thymols dargestellt worden, welche an der reaktionsfahigsten 
Stelle anstatt eines H die Cruppe COH bezw. COOH tragen, 
niimlich der Parathymotinaldehyd und die Parathymotin- 
siure. Wegen der umstiindiichen Art der Darstellung habe ich 
zuniichst von ihrer Untersuchung Abstand genommen, vielmehr 
den zugeh6rigen Alkohol —- den bereits Kobek durch Reduktion 
des Aldehyds erhalten hatte — nach einem vor einigen Jahren 
von QO. Manasse?) angegebenen Verfahren gewonnen. Hiernach 
lagert sich Formaldehyd an Phenole an unter Bildung «aroma- 
lischer Oxyalkohole». Aus Thymol bildet sich p-Thymotin- 
alkohol: 

H.C, 
HO >CH,OH 
ee 

Nach einer jiingst von Manasse?) gegebenen Vorschrift 
gewinnt man diesen Alkohol in folgender einfacher Weise. 
15 ¢ Thymol werden in 50 g 10°/oiger Natronlauge und LOO ecm 
Wasser gelOst und mit &,5 g Formaldehyd vermischt. Nach 
eintiigigem Stehen wird mit verdiinnter Schwefelsiiure unter Eis- 
kiihlung neutralisiert. Es entsteht ein dicker breil, der aus Benzol 
umkristallisiert wird. 

Ich habe diesen Alkohol in der bereits besprochenen Weise 
mit Piperidin und Formaldehyd zu kondensieren versucht. Es 
erfolgte hier ebensowenig wie im obigen Falle eine Reaktion. 
Bei langerem Stehen trat Rétung der L6sung ein, und auf Zusatz 
von Wasser schieden sich lediglich harzige Substanzen aus. Es 
gab dies Veranlassung, auch hier die LOsung der Komponenten 
zu erwiarmen. Wenn dem Reaktionsgemische so viel Wasser 
zugesetzt war, dali der Thymolalkohol gerade noch in Losung 
blieb, und dann eine Stunde lang auf dem Wasserbade unter 
RiickfluB gekocht wurde, so schieden sich beim langsamen Ab- 
kiihlen reichlich schneeweiBe Kristalle aus, deren Menge bel 

') Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 16, 5. 2096 ff. (1883). 


*) Ebenda, Bd. 27, S. 2409 ff. und Bd. 35, 5S. 3846 (1902). 
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vorsichtigem W asserzusatz erheblich zunahm. Durch Umkristalli- 
sieren aus verdiinntem Alkohol wurde die Substanz vollig rein 


erhalten. Ich habe es als wichtig befunden, bei der Mischung 
der Komponenten den Formaldehyd dem Gemische von Thymol- 
alkohol und Piperidin zuzusetzen, weil sonst die Ausbeute 
wesentlich schlechter wird, da der Formaldehyd noch in anderer 
Weise in das Molekiil des Thymolalkohols eingreift. Die ge- 
wonnene Substanz zeigt basische Eigenschaften, enthalt Stickstoff, 
lost sich in Mineralsaiuren und fillt auf Zusatz von Alkali aus, 
zeigt also ein ahniiches Verhalten, wie die friiher beschriebene 
Base, welche sich von Thymol selbst ableitet. Wenn man die 
frisch gewonnene lufttrockene Base bei 100° zu trocknen ver- 
sucht, so nimmt sie eine gelbliche Firbung an und wird bald 
schmierig. Im Vacuum iiber Schwefelsiiure behiilt sie ihr 
rein weibes Aussehen und kann nach melhrtiigigem Stehen im 
Vacuum im Trockenschrank 100° ohne Zersetzung ertragen. 
Die Verbrennung der nur im Vacuum aufbewahrten Substanz 
lieferte Werte, welche erheblich weniger Kohlenstoff, dagegen 
mehr Wasserstoff anzeigen, als der fiir die neue Verbindung 
vermuteten Formel C,,H.j;NO -}- CH,O = C,,H,,NO, zukommt, 
niamlich 73,64°/0C, 9,74°/oH. Verbrennt man die Base, nachdem 
sie auferdem mehrere Stunden im Trockenschrank bei 100° 
gestanden hat, so erhaélt man erheblich héhere Werte fiir C. 
0.2066 g : 0.1895 H,O, 0.5835 CO, 
0.2028 » : 86 ccm N (11° 778 mm). 


Gefunden: Berechnet fiir C,-H,,NO 
C = 77,02 */o CG = 78,76 %e 
H = 10,14 %/o H = 9,65 °%o 
B= 6.123% N= 540° 


In der hier angenommenen Forme! C,,H,,NO ist gegeniiber 
C,,H,,NO, ein Austritt von einem Molekiil Wasser vor- 
gesehen; diese Annahme entbehrt nicht der Berechtigung, da 
nach den Untersuchungen v. Baeyers!) der bei der Einwirkung 
von Formaldehyd auf Gallussiure entstehende Alkoho! H,O ab- 
spaltet und in ein Anhydrid iibergeht. 


') Berichte d. deutsch. chem. Ges., Bd. 5, S. 1094 (1872). 
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Zur Formel C,,H,,NO wiirden die gefundenen Werte 
stimmen, wenn man annimmt, daB der Ubergang in das An- 
hydrid nicht vollstindig erfolgt ist. In der Tat zeigt die neue 
Base eine nicht unbetrichtliche Hygroskopizitat. Sie nimmt 
aus dem Trockenschranke in gewOhnliche Atmosphire gebracht 
bald wieder an Gewicht zu, offenbar durch Wasseranziehung. 
Den Schmelzpunkt fand ich bei 140°, wogegen das friiher be- 
schriebene Thymotinpiperidid, C,,.H,;NO, das im folgenden als 
Base «I» bezeichnet werden soll, bei 149,5° schmilzt.') Die fiir 
die neue Base erhaltenen Analysenwerte stimmen freilich auch 
auf die fiir Base I seiner Zeit ermittelte Formel: C,,H,,NO : 
77,32 °/o CG, 10,12°/0 H. Es war ja denkbar, dab beim Erwirmen 
des Thymolalkohols mit Formaldehyd und Piperidin sich zum 
Teile Base I gebildet habe. Diese Vermutung hat sich als 
irrig erwiesen. 

Den Versuch, durch Trocknen bei 105 bis 110° das an- 
haftende Wasser vollstiindig zu entfernen, mubte ich aufgeben, 
da bei dieser Temperatur bereits Briunung eintrat. SchlieBlich 
habe ich es durch wiederholtes mehrstiindiges Trocknen 
im Vacuum bei 100° und besondere Vorsichtsmafregelp 
gegeniiber der Wiederaufnahme von Wasser erreicht, da die 
Analyse genau stimmende Werte gab. 

0.2015 g : 0.5810 CO,, 0.1739 H,0. 


t=] 
(efunden: Berechnet fiir C,;H,,NO 
C = 78,63 Jo C = 78,76 %Jo 
H = 9,58 %o H = 9,65 Jo 


Kinen wesentlichen Unterschied der neuen Base gegen- 
liber Base | ermittelte ich ferner in ihrem Verhalten zu Platin- 
chlorid. Setzt man zur mit wenig HCI angeséiuerten abso- 
lut alkoholischen Lisung der neuen Base Platinchloridlosung, 
so tritt sofort Ausscheidung orangeroter Kristallflitterchen 
ein, besonders schén, wenn man das Platinchlorid zu der 
noch warmen Loésung gibt und fiir langsames Erkalten sorgt. 
Base I hat diese Eigenschaft nicht; vielmehr scheidet sich ihr 
Platinat erst nach mehrstiindigem Stehen der Losung in derben 
Kristallen aus. 








Pharmakologische Studien iiber synthetisch hergestellte Basen ete. 200 


Am getrockneten Platinsalz habe ich das Pt bestimmt. 


a) 0.0825 ¢ Substanz : 0.02 Pt 


Fa) 


b) 0,133. » > : 0.0325 Pt 
Gefunden: Berechnet fiir (C,,H,,NO), PtCl, +- H,O 
Pt = 24,3 °/o, 24,4 °/o Pt = 24,30 


Die Platinsalze zeigten den gleichen Platingehalt, gleich- 
viel ob die Base vorher bei 100° getrocknet war (Best. a) oder 
nur im Vacuum iiber Schwefelsiiure gestanden hatte (Best. b). 

In pharmakologischer Hinsicht zeigt die neue Base 
ganz erhebliche Verschiedenheiten gegeniiber der friiher be- 
schriebenen Base I: sie war zuniichst wesentlich weniger giftig 
als Base I, von der bereits 0,5 ¢ per Kilo ausreichend sind, 
um unter heftigen Krampfen'!) ein Kaninchen zu téten. Kine 
solehe Wirkung habe ich bei der neuen Base selbst mit Gaben 
von 1,0 g per Kilo nicht zu erzeugen vermocht. Der Harn der 
mit feuchtem Hafer geniihrten Tiere lie} nach liingerem Stehen 
Kristalle sich ausscheiden, jedoch bei weitem nicht so reich- 
lich, als ich nach Eingabe der Base I regelmiibig beobachtet 
hatte. ) 

Bei fortgesetzter Fiitterung der Tiere auch mit kleineren 
Dosen magerten sie stark ab und gingen ein. Die Sektion er- 
gab einen ahnlichen Befund wie bei Base I; nur fiel es mir 
auf, daB der Anfangsteil des Duodenum nicht so erhebliche 
Reizerscheinungen zeigte, wie nach Eingabe von Base I die 
Regel war. Eine Verlegung der Nierenausfiihrungsgiinge durch 
die ausgeschiedenen Kristalle wie in dem friiheren Falle habe 
ich nicht beobachtet. Die Kristalle wurden durch Filtration 
des Harns gesammelt und mittels Tierkohle und wiederholten 
Umkristallisierens gereinigt. Die neue Harnverbindung war besser 
wasserléslich als die nach Eingabe von Base I gewonnene, so 
daB im abfiltrierten Harne sowohl wie in der Mutterlauge noch 
reichlich Substanz gelést blieb. Die Kristallisation erfolgt 
aus wasseriger Lésung in total anderer Weise als bet 
der friiher beschriebenen Harnverbindung; wahrend hier 
beim Abkiihlen sich vereinzelte mikroskopisch als sechseckige 


1) 


1. 282. 


c. S. 
c. S. 286. 
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Tafelchen erseheinende Kristalle bildeten, findet bei der neuen 
Verbindung die Ausscheidung statt in Form grOBerer Kon- 
glomerate, welche allerdings ihrerseits aus einzelnen Tafelchen 
bestehen, in die sie nach dem Absaugen und Trocknen durch 
Beriihren mit einem Glasstabe zerfallen. Unter dem Mikroskope 
zeigen die Kristalle ebenfalls die Form von sechseckigen Tafeln, 
doch ist ihr Bau kein so regelmiBiger: man sieht vielfach 
Formen, die eher Quadraten gleichen, deren zwei gegeniiber 
liegende Ecken abgeschnitten sind. Die im lufttroeckenen Zu- 
stande gliinzenden Kristalle verlieren beim Stehen im Vacuum 
liber Schwefelsiiure thren Glanz, trocknen bei 100° vermindert 
noch weiter ihr Gewicht, ihr Volumen wird grofer. Zur Ana- 
lyse diente die im Vacuum getrocknete Substanz. 

0.1962 ¢ : 0.1426 H,O, 0.4022 CO, 

0.2065 » : 5.2 cem N (11°, 778 mm). 

Gefunden: C 63.90°%/o, H = 8,07°%/o, N = 3,07 %e. 

Bei der Bestimmung des N nach Kjeldahl-Kriger er- 
hielt ich erheblich kleinere Werte: beim Lésen der Substanz 
in konzentrierter Schwefelsiure zeigte sie eine uébhnliche Fluo- 
reszens!) wie die friiher beschriebene Harnverbindung. 

0.3595 ¢ Substanz — nach 3tigigem Stehen im Vacuum iiber 
Schwefelsiure 


Gewicht: 0,334 g¢: nach 3 Stunden bei 100°; Gewichtsverlust 7,09 °/o 
cegen den Anfangswert). 

Gewicht: 0,327 g: nach weiteren 3 Stunden; Gewichtsverlust 9,09 °/o 
(gegen den Anfangswert). 

Die Verbindung schien zunichst eine analoge Zusammen- 
setzung zu haben wie die friiher beschriebene nach Darreichung 
von Base I erhaltene, fiir die ich die Formel C,,H,,NO, +-3!/2 H,O 
seiner Zeit ermittelt habe, woraus sich berechnen: 55,2°/o C, 
8.40°/o H. 

Indes erreichte bei der neuen Verbindung die Gewichts- 
abnahme beim Trocknen bei 100° nicht die von der Theorie 
verlangten 12,6°/o = 32 H,O. Sie verliert weniger leicht ihr 
Kristallwasser bezw. Kondensationswasser als die friiher unter- 
suchte, welche bereits durch langeres Stehen bei 50° und fol- 


287. 
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gendes kurzes Erhitzen bei 100° den von der Theorie ver- 
langten Wasserverlust zeigte. Bei der neuen Verbindung betrug 
erst nach dreistiindigem Stehen bei 100° der Wasserverlust 
2 Molekiile H,O a FAD le. 

Anfanglich schien mir die Lésung der Harnverbindung 
saure Reaktion zu haben; allein es geniigten bereits einige 
Tropfen Zehntelnormal-Natronlauge, um die Aciditat ihrer Losung 
abzustumpfen, bei weitem aber nicht so viel, wie beim Vor- 
handensein etwa einer freien COOH-Gruppe im Molekiil zu er- 
warten war. Nach mehrmaligem Umkristallisiren war die Reak- 
tion der Losung absolut neutral, 

Weiteren AufschluB tiber die Konstitution der Verbindung 
durfte ich von der Untersuchung der Spallungsprodukte erwar- 
ten. Durch mehrstiindiges Kochen mit 6- bis 8°/oiger Schwefel- 
siure wurde die Substanz gespalten, die braun gefarbte L6sung 
filtriert: auf Zusatz von Natronlauge in geringem UberschuB 
schied sich in derben Nadein eine Substanz aus, die bei we.terem 
Zusatze von Natronlauge sich wieder loste. Die Substanz war 
in Alkohol und Ather lislich, und ich konnte diese EKigenschaft 
benutzen, um auch aus dem von den Tieren gelassenen filtrierten 
Harne und aus den Mutterlaugen Material zur Gewinnung des 
Spaltungsproduktes zu erhalten. Ich verfuhr so, dai ich den 
auch nach Riibenfiitterung die gepaarte Verbindung  ent- 
haltenden Harn mit Schwefelsiiure (7°/o) zersetzte, dem Fil- 
trate Natroniauge in geringem UberschuB zusetzte. Der abfil- 
trierte reichliche Niederschlag wurde in verdinnter Schwefel- 
siure gelést, das Fiitrat nochmal!s alkalisch gemacht und aus- 
geiithert. Bei dieser Modifikation setzte sich die Atherschicht 
leichter ab. als wenn ich den alkalisch gemachten Harn direkt 
ausiitherte. Nach dem Verdunsten des Athers hinterblieb eine 
noch gefiirbte Substanz, die nach dem Behandeln mit Tierkohie 
und Umkristallisieren rein weif erhalten wurde. Aus verdiinntem 
Alkohol scheidet sie sich in hiiufig sternfOrmig anzeordneten 
stumpfen Nadeln aus. Den Schmelzpunkt fand ich bei 141°. 
Sie sei im folgenden als Base «ll» bezeichnet, weil, 
wie ich hier vorwegnehmen will, in ihr eine Isomere von 
Base | vorliegt. 
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0,209 g : 0,1935 H,O, 0,°934 CO, 
0,204 » : 99 ccm N (17°, 769 mm). 





Gefunden: Berechnet fiir C,,H,,NO 
C = 77,43 °%o C = 77,32 Jo 
H = 10,28 %Jo H = 10,12 %o 
N = 5,70 % N= 566% 


Die Werte stimmen gut auf die Formel der Base I. Die 
pharmakologische Untersuchung der Base II fiihrte zu einem 
immerhin vollig unerwarteten Ergebnis: Wihrend das 
Spaltungsprodukt der friiher beschriebenen Harnverbindung — 
nach Eingabe von Base [| gewonnen — durch eine erheblich 
geringere Giftwirkung sich auszeichnete gegeniiber Base I, er- 
wies sich das jetzt erhaltene Spallungsprodukt — Base II — bereits 
in Mengen von 0,5 p. K. als intensiv giftig; die Symptome 
deckten sich vollsténdig mit den fiir Base | charakteristischen. 
Base Il wurde nunmehr an Hafer fressende Kaninchen in 
groberen Mengen verfittert, um auch thr Stoffwechselprodukt 
zu gewinnen. Der von den Tieren gelassene Harn lieB 
in reichlichen Mengen eine kristallinische Verbindung 
sich ausscheiden, in ganz analoger Weise, wie das 
fruher bei Base | beobachtet wurde. Es gelang leicht, 
die Verbindung rein zu erhalten. Ein besonderes_ Interesse 
mubte ihr Spaltungsprodukt Base Ill haben. Ich gewann es 
in der gewohnten Weise und verglich es mit Base II, deren 
Kingabe seine Entstehung bedingt. Schon bei der Darstellung 
der Vlatinate machte sich ein Unterschied bemerkbar. Bel 
Base Ill, deren Schmelzpunkt bei 144° liegt, begann die Aus- 
scheidung des Platinsalzes bereits nach einigen Stunden zu 
einer Zeit, wo bei Base Il sich noch nichts ausgeschieden 
hatte; hier war am niichsten Morgen die Ausscheidung erfolgt. 
Weitere Versuche zeigten, daf die Platindoppelsalze von Base II 
spiiter als die von Base | sich ausschieden, immerhin liegt 
insofern eine gute Ubereinstimmung zwischen beiden vor, als 
die Ausscheidung erst nach mehrstiindigem Stehen  eintritt. 
Dieses Verhalten hiingt mit der verschiedenen Léslichkeit der 
Salze zusammen, wie besondere Versuche ergaben, in denen 
ich unter gleichen Bedingungen — Menge des Alkohols, der 
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HC! — gleichen Mengen der Basen, die zur vollstiindigen Bildung 
der Platinate notige Menge PItCl, zusetzte, die schlieBlich aus- 
geschiedene Menge Platinsalz wog; die Differenz gegeniiber 
der Menge Platinsalz, die sich im giinstigsten Falle  bilden 
konnte, ergab die noch in LOsung befindliche Menge. Am wenigsten 
ldslich war hiernach das Platinsalz der Base HII: 1,208°/0, am 
besten loslich das der Base Il: 1,406; zwischen beiden steht 
mit 1,258 das der Base I. Ich bin geneigt, auf diese Unter- 
schiede einen gréfberen Wert zu legen, als auf die Bestimmung 
des Pt-Gehaltes der erhaltenen Platindoppelsalze, da d.e durch 
Rechnung gefundenen Werte fiir den Platingehalt nicht erheb- 
lich von einander abweichen, wenn man bei den durch Spaltung 
erhaltenen basen (hier Base III) eine Methylierung annimmt. 
Ich habe auch in dem neuen Falle fiir das Platindoppelsalz 
der Base III einen niedrigeren Platinwert ermitte!t, ebenso wie 
friher be.m Spaitungsprodukte des nach EKingabe von Base I 
erhalteunen Stoffwechselproduktes. 


Base II. Base III. 
0,1512 g¢ Substanz : 0,0325 Pt 0,150 g Substanz : 0,0315 Pt 
0.1104 » > : 0,023» 
Base I. 
0,1075 g Substanz : 0,023 Pt 
Gefunden: 
Base II: 21,44 °/o Pt Base Ill: 21,00 °/o Pt 
» 1: 21.41 %0 » QYOR3B o> 
Berechnet fiir: (C,,H,,NOHCI),PtCl, (C,,H,,NOHCI),PtCl, 
Pt = 21,44 Jo Pt = 20,79 o/, 


Ganz besonderen Wert lege ich aber auch hier auf 
die grobe Verschiedenheit in der Intensitat der physio- 
logischen Wirkung der Basen II und II1l, wobei es sich 
zeigte, daB die Giftwirkung von III deutlich hinter der von Il 
zurucksteht. 

Letzteres Verhalten habe ich an weifen Mausen von 
gleicher Grofe (a 15 g) festgestellt, denen die mit HCI neutral 
gemachten wiisserigen LOsungen der Basen subkutan injiziert 
wurden; die Lésungen enthielten je 2°/o der Basen unter Be- 
riicksichtigung ihrer molekularen Verhiiltnisse. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIII. 17 
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Be acid Thymolalkohol-, 
meter 2"/oiger Base 1’) Piperidid nadie ae oe 
Lésung 
Voriibergeh. | | 
0,5 (O,O1 g) Krimpte, - | ae | - 
erholt sich | 


0,6 (0,012 giStarke Krimpfe, Ohne Wirkung Starke Krimpfe| Ohne Wirkung 


Heftige | Voriibergeh. | Heftige | Voriibergeh. 





0.7 (O.014 g : é ' . ‘ 
Kriimpfe + Kraimpfe Krampfe 7 Krampfe 
‘ | ‘ 
Starke arke 
0,8 (0,018 «) 7 . Starke | _ Starke 
Krimpfe 7 Krampfe 7 





Base Il kann nichts anderes sein als das isomere 
Ortho-Thymotinpiperidid, dadureh entstanden, dafB von 
der nach Einfuhr des Thymolalkoholpiperidids ent- 
standenen gepaarten Verbindung auber der Glykuron- 
siture auch die in p-Stellung zum Hydroxyl befind- 
liche Alkoholgruppe in noch zu erérternder Weise 
abgespalten wurde. Die so entstehende Base unterscheidet 
sich von der entsprechenden p-Verbindung auch durch eine 
chemische Reaktion:; sie gibt nimlich mit EKisessig und Schwefel- 
siiure gekocht intensive Thymolreaktion (Rotfarbung), was bei der 
p-Verbindung ebensowenig der Fall ist, wie beim Thymolalkohol. 
Es ist das offenbar bedingt durch die Besetzung der o-Stellung zum 
Hydroxyl, nicht etwa durch eine Abspaltung von Thymol, da, 
wie ihre Darstellung zeigt, die Base II gegeniiber Mineralsaure 
resistent ist. Base III gibt demgemiB ebenfalls obige Reaktion. 

Ks konnte die Annahme gemacht werden, die Alkohol- 
gruppe sel bei der Passage durch den Tierkorper abgesprengt 
worden; dann kénnte ein dem friiher beschriebenen Harn- 
produkte isomeres entstehen. Wenn das richtig ware, so muBbten 
notwendig die Basen If und III, sowie auch die nach Thymol- 
alkoholpiperidin und Base II erscheinenden Stoffwechselprodukte 
chemisch und physiologisch identisch sein, was nach den soeben 
mitgeteilten Versuchen nicht zutrifft. Die Annahme andererseits, 

') Die tédliche Dosis war hier etwas gréfer, als ich an anderer 
Stelle (Arch. internat. d. Pharmac., Bd. 8, 8. 502) angab, wo es sich um 
kleinere Tiere handelte. 
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da die Alkoholgruppe im Organismus vollig intakt geblieben 
sei, ist nach allem Bekannten recht unwahrscheinlich; auch 
ist Schwefelséiure gar nicht imstande, aus der Thymolalkohol- 
piperidinbase die CH,OH-Gruppe abzuspalten, wie ich in be- 
sonderen Versuchen feststellte; man gelangt also auf diesem 
Wege nicht zu Base I]. Aus den gleichen Griinden ist’ es 
auch nicht zulassig, anzunehmen, dab in Analogie zu anderen 
Alkoholen an die Alkoholgruppe sich ein zweites Molekiil Gly- 
kuronsiure angelagert habe, abgesehen davon, dab auf eine der- 
artige Verbindung die Analysenwerte gar nicht stimmen wiirden. 

Ich versuchte eine Entscheidung beziiglich des Schicksals 
der CH .OH-Gruppe zu treffen, indem ich den Thymolaikohol 
direkt verfiitterte. Im Falle einer Abspaitung der CH,OH- 
Gruppe mufSte dann aus dem Harne die Dichlorthymol- 
glykuronséiure von Katsuyama und Hata!) zu iso.ieren 
sein.2) Der Thymolalkohol kann in noch groBberen Dosen als 
Thymol selbst an Kaninchen verfiittert werden, ohne dai sich 
akute Vergiftungserscheinungen bei den ‘Tieren bemerkbar 
machen; Dosen von 2 g per Kilo bewirken namentlich bei 
jungen Kaninchen einen deutlichen Betiéiubungszustand. Der 
entleerte Harn enthalt eine gepaarte Glykuronsaure, deren 
direkte Isolierung nicht gelang. Destilliert man den mit Schwefel- 
sdure angesaiuerten Harn, so geht ein helles Destillat tiber, in 
welchem die Reaktion auf Thymol negativ ausfillt. Setzt man 
aber die Destillation fort, sodaB die Konzentration der Schwefel- 
siure 1m Kolben stetig zunimmt, so kommt bald ein Zeitpunkt, 
in welchem Thymol tiberzugehen beginnt, das sich auBer der 


Reaktion — Rotfarbung mit E.sessig und Schwefelsiure beim 
Erhitzen — auch schon durch seinen Geruch bemerkbar macht. 


Kocht man den Thymolalkohol mit Schwefe saure, so tritt keine 

Abspaltung der CH,OH-Gruppe ein, vielmehr entstehen harzige 

Produkte, wie bereits Manasse (lI. ¢.) angab. Dementsprechend 

gibt der Alkohol auch nicht die Thymolreaktion. Es folgt also, 

daf die Alkoholgruppe entweder ganz im Tierkorper abge- 
") Berichte der deutsch. chem. Ges., Bd. 351, 5. 2883. 


2) Der Harn wird zu diesem Zweck mit Salzsiure und unter- 
chlorigsaurem Natrium versetzt. 
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spalten wurde, oder in eine Form tibergefiihrt wurde, die 
durch Mineralséiure abgespalten wird. Am nichsten 
liegt die Oxydation zu COOH; bei Einwirkung hoher Tem- 
peraturen spaltet sich die Karboxylgruppe vieler Séuren als 
CO, ab, und es entsteht so aus Oxybenzoesiiure : Phenol, 
aus Amidobenzoesaure: Anilin. Wenn ich p-Oxybenzoe- 
siure unter Zusatz von Schwefelsiéure destillierte, so ging 
ebenfalls bei stirkerer Konzentration Phenol iiber. Auch die 
p-Thymotinsiure zeigt dieses Verhalten. Ich stellte diese 
Siiure dar nach der Vorschrift von Kobek durch Einwirkung 
von Tetrachlorkohlenstoff und Natronhydrat auf Thymol bei 
100°. Wenn ich sie Kaninehen inneriich gab, so ging sie 
gleich dem Thymolalkohol eine Paarung mit Glykuronsaéure 
ein; im Destillate des mit Schwefelséure erhitzten Harnes war 
Thymol nachweisbar. 

Ks ergibt sich hieraus die Wahrscheinlichkeit, daB~ die 
oben als Base Il bezeichnete Verbindung dadurch aus der im 
Harne auftretenden Substanz entsteht, daB durch die Zersetzung 
mit Schwefelsaure nicht blob die Glykuronsaure, sondern auch 
die in Karboxyl verwandelte CH,OH-Gruppe abgespa.ten wird. 
Gesichert konnte diese Veriinderung aber nur werden, wenn 
es gelang, die nach Einfuhr des Thymolalkohols entstehende 
Verbindung selbst zu fassen. Ich erhielt sie in Form ihres 
Chlorsubstitutionsproduktes, wenn ich den Harn direkt 
mit Salzsiiure und unter chloridsaurem Natron versetzte, ein 
Verfahren, welehes schon Blum zur Darsteilung der Dichlor- 
thymolglykuronsiiure verwandte. Das durch Umkristalli- 
sieren aus verdiinntem Alkohol gewonnene Produkt erwies sich 
als Dichlorthymotinglykuronsaureanhydrid. 

H,C, 
a 
0,200 g : 0,3535 CO,, 0,0748 H,O | | HOFC 
| CH, CO[OH 


') Kinige Chlorbestimmungen habe ich nach der von A. Neumann 





(a. a. O.) fur Chloride empfohlenen Methode ausgefiihrt; es ging in reich- 
lichen Mengen Chlor in die Vorlage und schied sich als Chlorsilber in 
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Gefunden: 3erechnet fiir C,,H,,O,Cl, 
C = 48,20 Jo C = 48,45 °/o 
H = 4,15 Jo H 4.27 Jo 
Cl = 16,81 %o, 16,50 %Jo Cl = 16,86 %o 


Die zur Analyse benutzte Substanz war im Vacuum ge- 
trocknet, da sie hoéhere Temperatur nicht vertrug: sie schmolz 
bei S0° C, 

Da die Dichlorthymolglykuronsiiure von Blum das Chlor 
in der p- und o-Stel.ung zum Hydroxyl hat, so wire zu er- 
warten gewesen, dab nur noch ein Chlor in der von mir er- 
haltenen Saure sich finden wiirde. Indes ist zu bemerken, 
daB ein Tribromthymol?) bekannt ist. Bei der Spaltung 
der gewornenen Sadure mufte Dichlorthymol ins Destillat 
iibergehen. natirlich ein dem von Blum so erhaltenen Dichlor- 
thymol isomeres; es kristallinisch zu erhalten, gelang mir nicht. 

Die gleiche Harnverbindung habe ich nach Darreichung 
des ebenfails von Kobek durch Einwirkung von Chloroform 
und Natronlauge auf Thymol erhaltenen p-Thymotinaldehyds 
erhalten. 

Man kann nach diesen Ergebnissen mit Sicherheit an- 
nehmen, dali die CH,QH-Gruppe des Thymolalkoholpiperidids 
liber COH zu COOH oxydiert wird und dai durch Abspaltung 
dieser beim Kochen mit Mineralsiiture Base II entsteht. Das 
Entstehen einer neutralen Verbindung ist moéglich, wenn man 
annimmt, dafi die aus Thymolalkoholpiperidid im Organismus 
entstehende Dicarbonséure unter Wasserabspaltung ein Anhydrid 
bildet. Die aus dem Harne isolierte Verbindung wirde, wenn 
man je einen Wasseraustritt zur Anhydridbildung und zur 
Paarung annimmt, die Zusammensetzung haben: C,,H,,NO,. 
Fiir diese Formel berechnet sich inkl. 2 Mol. Kristallwasser: 
vorgelegter AgNO,-Lésung ab, ich erhielt einige Prozent zu wenig, nimlich 
14,2% °/o, 15,03 °/o. Eine Kontrollbestimmung bei einem von E. Merck 
bezogenen p-Monochlorphenol ergab: 20,27 °% Cl, gegen 27,62 °/o nach 
der Berechnung, wobei es sich aber wohl nicht um ein ganz reines 
Priparat handelte, da zwei Bestimmungen nach Carius ebenfalls weniger, 
namlich 24,60, bezw. 25,10°/s Cl ergaben. 

) P. Dannenberg, Monatsh. f. Ch., 24, S. 67 ff. (Chem. Zbl., 1903, 
Nr. 13, S. 766). 
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C = 56,90°/o, H = 7,49°/o, N = 2,99°/o. Hiermit stimmen die 
durch Analyse der im Vacuum getrockneten Substanz erhaltenen 
Werte: CG = 55,90°/o, H = 8,07, N = 3,07 (cf. oben) ziemlich 
gut. Der etwas zu niedrige. Wert fiir C und etwas hohere 
fiir H erkliren sich damit, daB die Substanz etwas mehr als 
2 Molekiile HJO auch im Vacuum zuriickbehalt, da ja, wie 
oben schon mitgeteilt, der Gewichtsverlust durch 6stiindiges 
Trocknen bei 100° gréBer war, als 2 Molekiilen H,O entspricht. 

Den neuen Kérpern kommt auf Grund der Untersuchungen 
folgende Konstitution zu: 








C—O~___ CH, CH, H]OC CH. CB 
a ee ee. ae me Ss 
H;C,-C/ yGC—CH,—-NQ CH, "HG, -C ' C—CH,—N NCH, 
| I — CH, CH, OC ' “In ¢ eer ss 
HCT/G-CH, 4 ee HC. 7G: CH CH, CH, 

cj , [HOnjooc - & 
HOH,C 
Thymolalkoholpiperidid Harnverbindung 
C,.H,.NO + H,O C,,;H,,NO, -+- 2H,0 
| a CH, CH, C. CH, CH, 
: ae / . ee _ ae 
H.C,-C/ \C—CH,— NC CH, mc,-c/ Nc—ca— NCH, 
ul CH, Ch bab | CH ch, 
"Higagl Hers 8 — x 2s 
wa oe mt lA " i, 
CH > CH 
Base Il (o-Thymotinpiperidid) Base Ill (Methylderivat) 
C,,H,,NO C,,H,,NO 


Die geringe Giftigkeit der Thymolalkoholpiperidin-Base 
diirfte darauf beruhen, da®B bei der Passage durch den Tier- 
korper sehr bald die an der reaktionsfahigsten Stelle des Benzol- 
ringes sitzende Alkoholgruppe zu COOH oxydiert wird, wodurch 
unter Mitwirkung der sich am Hydroxy! anlagernden Glykuron- 
siiure die Reaktionsfihigkeit v6lig aufgehoben wird. Die bei 
der Spaltung entstehende Base Il zeigt die Giftwirkung des 
Piperidins in vollem Umfange, da jetzt eine sehr reaktions- 
fihige Stelle am Benzolring freigeworden ist. Hier hilft sich 
der Organismus durch Methylierung und Paarung in analoger 

') Wahrscheinlich ist, daf\ bei I. und III. ein echtes Phenol vorliegt : 


COH 
i’ 














Pd 
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Weise, wie das beim p-Thymotinpiperidid friiher beschrieben 
wurde. 


Im folgenden sind die Strukturformen der nach Dar- 
reichung von p- und o-[hymotinpiperidid erhaltenen Harn- 
verbindungen als «V» bezw. «VI» nebeneinander gestellt. (Vel. 
liber «V>» |. ec. S. 299.) 


—— HF | 
5 oe. OH] ane 
H.c—Cl }cH = [CHOH), | a 
, LY Ging C-OLH JfH] CH, CH, 
. H 7) H,C,-C/ SC—CH,—N SCH 
Lio] ) CH. Ch oe | as eT ile 
ae eas : 5 Pe , Ch. UC 
CH, NC SCH, HC, /C-CH, H,C =" 
CH, CH, CH 
H.C 


Die bei den im obigen nachgewiesenen Oxydationen und 
Spaltungen auftretenden Zwischenprodukte sind: p-Thymotin- 
aldehydpiperidid und p-Thymotinsaurepiperidid. Ich 
bin bemiiht gewesen, diese Verbindungen durch chemische 
Reaktion darzustellen, doch ohne Erfolg. Die Anwesenheit der 
COOH-Gruppe bei der p-Thymotinsaure scheint die Reaktions- 
fihigkeit an der o-Stellung zum Hydroxyl giinzlich aufzuheben. 
Ebenso verhindert die COOH-Gruppe in der o-Stellung zum 
Hydroxyl die Reaktionsfihigkeit an der p-Stellung. Dieses Ver- 
halten konnte ich bei der o-Thymotinsiiure feststellen. Ich 
erhielt diese Saure nach dem von Kolbe und Lautemann'!) 
analog der Darstellung der Salicylséiure aus Phenol angegebenen 
Verfahren mittels Natrium und Kohlensiure aus Thymol. Beim 
Zusammenbringen molekularer Mengen von o-Thymotinsaure, 
Formaldehyd und Piperidin trat keine Reaktion ein, auch nicht 
beim Erwiirmen der Losung. Nach mehrtigigem Stehen des 
Gemisches konnte ich aus der mit HCl versetzten Losung die 
unverianderte Thymotinsaure abscheiden bezw. iiberdestillieren. 
Letztere Eigenschaft kommt, wie schon ihre Entdecker zeigten, 
der o-Thymotinsiiure in gleicher Weise zu wie der Salicyl- 
sdure (o-Oxybenzoesiure), der sie auch in der Farbenreaktion 
mit Fe,Cl, ahnelt: Blau- bezw. Violettfarbung. Hinsichtlich 


') Liebigs Annalen, Bd. 115, S. 205 
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ihres Verhaltens im Organismus weicht die o-Thymotinsiure 
erheblich von der Salicylsaure ab. Wiahrend letztere den Or- 
ganismus des Kaninchens zum grobten Teile mit Glykokoll 
gepaart als Salicylursiiure verlabt, erscheint die o-Thymotin- 
siure zu nicht geringem Teile mit Glykuronsaure gepaart im 
Harn, ein anderer Teil geht unverandert aus dem TierkOrper 
und kann durch Ansiiuern des ammoniakalisch erhitzten und 
filtrierten Harnes mittels Phosphorsiure abgeschieden werden. 
Mit Ather laiBt sich der sauren Loésung ein weiterer Teil ent- 
ziehen, der aber keinen Stickstoff enthalt, also nicht die Gly- 
kokollverbindung darstellt, sondern nichts anderes ist als nicht 
ausgefalite o-Thymotinsdure. 

Zur Trennung der unveriindert ausgeschiedenen 0-Thymotin- 
siure von der mit Glykuronsiiure gepaarten bin ich so ver- 
fahren, daB ich den ammoniakalisch erwarmten Harn filtrierte, 
mit Schwefelsiiure sauer machte; nach dem <Abfiltrieren der 
o-Thymotinsiure wurde ausgeithert und mit neutralem Blei- 
acetat gefallt, bis kein Niederschlag mehr kam. Der aus dem 
Filtrat mit basischem Bleiacetat erhaitene Niederschlag wurde 
wiederholt mit destilliertem Wasser gewaschen. Die darin ent- 
haltene gepaarte Verbindung — kenntlich durch Reduktion der 
Fehlingschen Losung nach dem Kochen mit Mineraisiure — 
wurde in die Losung des Kalisalzes tibergefiihrt. Fe,CL, erzeugte 
eine rétliche Firbung. Zusatz von Mineralsiiure bewirkt nur 
Qpaleszenz: beim Destillieren jedoch ging in reichlichen 
Mengen o-Thymotinsiure in die Vorlage tiber. 

p-Thymotinsaéure hingegen geht nicht unverindert in 
den Harn tiber, sondern gepaart mit Glykuronsaure, wie bereits 
angegeben wurde. Hierzu besteht in der Reihe der Oxybenzoe- 
siiluren eine gewisse Analogie; insofern die p-Oxybenzoe- 
siiure nach meinen Versuchen eine teilweise Paarung mit 
Glykuronsaure eingeht, die bei Salicylsiure und m-Oxybenzoe- 
siiure nicht stattfindet. Auch hinsichtlich der Intensitat der 
physiologischen Wirkung zeigt sich eine Analogie zwischen den 
vom Phenol und Thymol sich ableitenden Karbouséuren. Die 
o-Oxybenzoesiure (Salycilsiiure) ist, wie ich durch subkutane 
Injektion neutraler LOsung an weifen Miiusen feststellte, wesentlich 
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differenter als die p-Oxybenzoesiure; dementsprechend erwies 


sich die o-Thymotinsaure als differenter gegeniiber der p-Thymotin- 
siure. O,04 ¢ der o-Verbindungen toteten eine Maus von 15 g 
in wenigen Minuten unter heftigen Krimpfen, wahrend bei den 
p-Verbindungen erst nach mehreren Stunden unter allgemeinen 
Lahmungserscheinungen der Tod erfolgte. Es zeigt sich also 
hier ein analoges Verhaiten, wie ich in der Reihe der Amido- 
benzoesiuren!) ermittelt habe. Bei weiterer Vergleichung aqui- 
molekularer Losungen der Salicylsiiture und o-Thymotinsiéure 
fand ich, dafi letztere nicht unerheblich differenter ist als erstere, 
insofern als 12 mg Thymotinsaure eine Maus in wenigen Minuten 
unter heftigen Krampfen toteten, wiahrend nach Injektion der 
eutsprechenden 9 mg Salicylséure erst nach etwa 10 Minuten 
Kriimpfe eintraten, die nach ca. 2 Stunden den Tod herbei- 
fiihrten. Es zeigt sich in diesem Verhalten ein bemerkenswerter 
Unterschied gegentiber dem Verhalten der Muttersubstanzen, 
dem Phenol und Thymol, von denen das letztere eine ge- 
ringere Giftigkeit besitzt. 

Die im obigen als o-Thymotinpiperidid angesprochene 
Base II ist nicht die erste derartige Verbindung eines Phenols mit 
dem Methylenpiperidinreste in der Orthostellung zum Hydroxyl. 
Vor kurzem haben Auwers und Biittner?) unter dem Namen 
«Dibrom-o-Kresylpiperidid» eine base beschrieben, die eben- 
falls in der o-Stellung zum OH die Gruppe C- OH 
CH,—NC,H,, enthilt. Zu diesem Kérper  BrG/ NC- CH, -NC,H 
geiangten die Autoren auf einem vondem HC. CH 
von mir eingeschlagenen ganzlich ver- CBr 
verschiedenen Wege. Sie gehen aus vom Saligenin, dem der 
Salicylsiure entsprechenden Alkohol. Durch Kinwirkung von 
3 Atomen brom geht Saligenin tiber in Dibrom-o-Kresylbromid: 

OH 
Br/ \CH,Br 


“A 
Br 
') Hofmeisters Beitr. zur chem. Physiol. und Pathol. Bd. Il, 
S. 371 [1902]. 
?) Liebigs Annalen, Bd. 302, 8. 146; F. Winternitz, I.-D., Greifs- 
wald 1903. 
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Wird dieses in benzolischer Loésung mit zwei Molekilen 
Piperidin versetzt, so scheidet sich bromwasserstoffsaures 
Piperidin aus; nach dem Abfiltrieren dieses bleibt die neue Base 
im Benzol gel6st und wird nach dem Verdunsten des Benzols 
aus verdiinntem Alkohol umkristallisiert. Mit Riicksicht auf das 
in pharmakologischer Hinsicht beim o-Thymotinpiperidid 
Ermittelte beanspruchte eine Untersuchung der Auwersschen 
Base ein nicht geringes Interesse. 

Bei der Verabreichung dieser Base an Kaninchen machte 
ich die zuniichst tiberraschende Beobachtung, dab auch grobe 
Dosen nicht imstande waren, die charakteristische Piperidin- 
wirkung herbeizufiihren, und zwar Dosen, welche einen noch 
hoheren Piperidingehalt hatten, als bei dem Thymolderivate zum 
Eintritt der Piperidinwirkung erforderlich war. Tiere von 1600 
bis 1800 ¢ Gewicht, die bei Eingabe von 1 g der Thymolderivate 
(Base | und If) = 84,4°/o Piperidin mit Sicherheit unter hef- 
tigen Krampfen zugrunde gingen, vertrugen den Auwersschen 
Korper selbst in Dosen von 2 g¢ —= 24,3°/o Piperidin, ohne 
eine Spur akuter Wirkung zu zeigen. Tagelang mit der Base 
gefiittert, magerten sie allerdings erheblich ab und gingen ein; 
bei der Sektion fanden sich fhnliche Verinderungen, wie ich 
friiher beschrieben habe. Die Base erscheint im Harn ebenfalls 
mit Glykuronsiure gepaart, nach der Spaltung mit Mineral- 
siure erhielt ich das unverinderte Dibromokresyl- 
piperidid vom Schmelzpunkt 98—99 °. 

Ks war wohl daran zu denken, da®b der Eintritt von Brom 
als solchem in den Benzolkern einen EinflubB auf die physio- 
logische Wirkung ausiiben kénne; bei Untersuchungen der 
halogensubstituierten Benzoesiuren!) habe ich seiner- 
zeit festgestellt, daB der Eintritt von Halogen in den Kern die 
Giftwirkung steigert. Es war nicht gut denkbar, dafi im vor- 
liegenden Falle im Gegenteile eine Abschwiichung der Wirkung 
durch Brom als solches bedingt sei. Unter Beriicksichtigung des 
Umstandes, daB in der Auwersschen Base gerade die reaktions- 
fahigen Stellen, die p- und o-Stelle zum Hydroxyl besetzt sind, 
suchte ich nach weiteren Kérpern von analoger Struktur. Ich 


') Hofmeisters Beitr., Bd. Ill, S. 365 ff. [1902]. 
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ging vom Thymolalkohol aus, bromierte ihn, um zu einem in 
der o-Stellung bromsubstituierten Thymotinpiperidid zu gelangen, 
was zuniichst nicht zum Ziele fiihrte. Ebensowenig gelang es 
mir, ausgehend von dem nach dem Manasseschen Verfahren 
aus p-Kresol gewonnenen Homosaligenin, zu einer analogen 
Base zu gelangen. Zum Ziele fiihrte mich folgender Weg: Ich 
stelltenach P.Dannenberg!) durch Kinwirken von einem Molekiil 
Brom auf Thymol in Eisessig das p-bromthymol dar; dieses 
reagiert schon bei Zimmertemperatur — wenn auch langsam --- 
mit Formaldehyd und Piperidin unter Bildung von Monobrom- 
thymotinpiperidid. Sp. 59° Diese Base zeigt ebenso- 
wenigwieDibromokresylpiperididdiekrampferregende 
Wirkung des Piperidins, obwohl hier die eine der reak- 
tionsfahigsten Stellen nicht mit Brom, sondern mit 
[Isopropyl besetzt ist. 

Aus dem hier Festgestellten folgt, daB ein Ersatz der in 
o- und p-Stellung zum Phenolhydroxyl stehenden H-Atome 
durch gewisse Atome oder Radikale bestimmend ist auf 
das Kintreten der physiologischen Wirkung dieser Korper- 
Klasse. Es ist also nicht ausschlieblich die Hydroxyl- 
gruppe am Benzolring, welche gleichsam als «Traiger» der 
physiologischen Wirkung des an ihn geketteten Piperidins fungiert, 
wie ich friiher?) auf Grund der damals ermittelten Tatsachen 
annahm. Es erklart sich nunmehr auch das abweichende 
pharmakologische Verhalten der eingangs besprochenen Base 
aus Thymolalkohol und Piperidin, in welcher ebenfalls die in 
o- und p-Stellung zur OH befindlichen H-Atome durch CH,OH 
bezw. C,H, ersetzt sind. 

Auch beziiglich ihres Schicksals im Tierkérper laBt sich 
aus dem verschiedenen Bau der untersuchten Basen eine 
Regel ableiten, namlich: Nur diejenigen Kondensations- 
produkte aus Piperidin und Phenolen mittels Formaldehyd, 
welche noch eine o- oder p-Stelle am Benzolring dispo- 
nibel haben, erfahren im Organismus eine Methylierung. Mit 
anderen Worten: Nur die physiologisch wirksamen werden 


Le. 
> i. ¢. S. Si. 











270 Herm. Hildebrandt, 


methyliert, eine Beziehung, die ich bereits in meiner friiheren 
Mitteilung auf Grund des abweichenden pharmakologischen 
Verhaltens der Kondensationsprodukte aus Piperidin mit 
a- und B-Naphthol hervorhob. Es wird weiter unten auf diesen 
Punkt noch zurtiickzukommen sein. 

In meiner mehrfach zitierten Abhandlung habe ich die 
Annahme gemacht, dai die Methylsynthese derart erfolgt, 
da an den Stickstoff sich Methylalkohol anlagert, dessen 
OH-Gruppe mit der COOH der Giykuronsiéure reagiert. Die 
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung weisen auf eine 
andere Moglichkeit hin, namlich die, dab die Methylierung 
nicht am = Stickstoff, sondern an der noch freien o- bezw. 
p-Stellung zum Hydroxyl erfolge, wobei die Entstehung isomerer 
methylierter Basen in Frage kame. Ich bin in der Lage, diese 
Moglichkeit auszuschlieben. 

Die von mir als Spaltungsprodukte nach Eingabe von p- 
und o-Thymotinpiperidid, p-Kresylpiperidid, Carvacrylpiperidid 
gewonnenen basen zeigen am Kaninchen noch die typische 
Piperidinwirkung, wenn man sie in der doppelten Menge der 
nicht methylierten urspriinglichen Base verabreicht. Diejenigen 
Basen, in denen die p- und o-Stellung zur OH besetzt ist, 
lassen selbst in noch groéfberen Dosen die akute Piperidin- 
wirkung vermissen. 

Kerner spricht gegen jene Moglichkeit noch eine Tatsache 
rein chemischer Natur. Das friher besprochene p-Kresyl|- 
piperidid (Sp. 40°) geht im = Organismus’ ebenfalls eine 
Methylierung ein, und es entsteht eine neue Base mit etwas 
hdherem Schmelzpunkt (46"). Hatte die so entstandene Base 
die Methylgruppe am Benzolring, so kame ihr nebenstehende 
Konstitution zu, da nach den vorliegenden Erfahrungen die 
Methylierung in o-Stellung zur OH-Gruppe 


CH, CH, CH, 
A aa. a an. © 
4 >- mC, 
CH, OH CH, CH, 


erfolgen miibte. Ein so zusammengesetzter KOrper miibte sich 
nun leicht durch Kondensation eines der sechs moglichen 
isomeren Xylenole C,H, (CH,), OH mit Piperidin und Formaldehyd 
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darstellen lassen. In Frage kommt das bei 26° schmelzende 


Metaxylenol von der Konstitution C,H,CH,CH,OH. Dieses 
1 3 + 


Metaxylenol lagert nach den Untersuchungen von Manasse') 
leicht Formaldehyd in o-Stellung an, unter Bildung eines 
Oxyalkoholes; nach meinen Versuchen reagiert es auch mit 
Formaldehyd und Piperidin; doch ist das entstehende Kon- 
densationsprodukt fliissig und demnach nicht identisch mit dem 
nach Darreichung von p-Kresylpiperidid entstehenden isomeren 
kristallinischen. 
Aus dem bei 62,5° schmelzenden 
o-Xylenol C,H,CH,CH,OH 
1 2 + 


gelang es mir, ein schOn kristallisierendes Kondensationspro- 
dukt (Sp. 85°) zu gewinnen, das entsprechend seiner Dar- 
stellung noch eine o-Ste.lung zur OH dispomibel hatte, dem- 
entsprechend die akute Piperidinwirkung in vollem Umfange 
zeigte und im Organismus ebenfalls die Methylierung einging. 
Das schon kristallisierte Platinat des Spaltungsprodukts  ent- 
hielt 22,51°/o Pt gegeniiber 22.85°/o der urspriinglichen Base. 

Man kann kaum den hier mitgeteilten Tatsachen eine andere 
Deutung geben als folzende: Es ist dem Organismus nicht 
modglich, an die reaktionsfaihige Stelle des Benzol- 
ringes aus sich heraus eine Gruppe zu setzen, die 
seine Reaktionsfahigkeit mit den nervosen Apparaten 
aufhebt; daher greift er zur Methylierung am Stick- 
stoff und lagert an das freie Hydroxy! die Glykuron- 
siure an, wodurch in der Tat eine physiologisch indifferente 
Verbindung entsteht, wie ich friiher?) gezeigt habe. 

Ks sind nun allerdings genug Falle bekannt, wo im 
Organismus an einer Stelle des Benzolringes der Angriff erfolgt 
ist; dies fand jedoch statt in Form der Oxydation und nach- 
folgender Paarung mit Glykuronsiiure bezw. Atherschwefelsiiure. 
Eine solche Oxydation habe ich unliingst beim m-Cymol%) 
nachgewiesen, welches den Organismus im Gegensatze zum 

loc. S. 384. 

Lc 3. 3s 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, H. 5 u. 6. 
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p-Cymol als gepaarte Glykuronsaure verlaBt. Lehmann und 
Kossel!) fanden, daB Phenetol C,H,OC.H, im Organismus 
| | Cals | 

oxydiert wird zu p-Oxvphenetol C,H, oom und als «Chi- 
nithonsiiure» im Harne erscheint. In analoger Weise geht 
nach meinen Versuchen Nerolin, der Methylather des B-Naphthols, 
liber in ein Hydroxylderivat, das mit Glykuronsaure gepaart 
ist. Durch das Bleiverfahren gewann ich die freie Saure 
(Sp. 120°), bei der die Paarung unter Wasseraustritt erfolgt. 


O.1Si8 g : 03918 CO, 01848 H,0. 
Gefunden: Berechnet fiir C,,H,,0, 
C = 58.28%, H 5,14 %/o C == 67 :82°/o, BH = 650% 


In allen diesen Fallen handelt es sich jedoch um 
Korper, die nicht bereits eine freie Hydroxylgruppe 
haben. 

Anders liegt die Sache aber im Falle der Kondensations- 
produkte aus Piperidin und Phenolen, wo bereits eine der 
Paarung zugiingliche OH-Gruppe vorhanden ist, bezw. sich 
leicht regeneriert, wenn wir die friiher angenommene Struktur 

0 

der Basen NX beibehalten. Hier miufSte der Organismus noch 
eine zweite Hydroxylgruppe schaffen, um in der Lage zu sein, 
an sie eine indifferente Gruppe aus seinem bestande anzu- 
lagern. Es wire aber noch sebr die Frage, ob der Organis- 
mus imstande ist, an zwei Hydroxylgruppen gleichzeitig etwa 
das Molekiil der Glykuronsaure anzugliedern. Ich habe kirz- 
lich?) im Verein mit E. Fromm und P. Clemens beziiglich 
des Camphens wahrscheinlich gemacht, daf es im Organis- 
mus in Camphenglykol verwandeit wird und dab aus diesem: 
Camyhenglyko!monoglykuronsaure entsteht, sodaf also 
hier der Organismus von zwei ihm gebotenen Hydroxylgruppen 
nur eine benutzt, um an dieselbe Glykuronséure zu paaren. 

Die oben als p- und o-Thymotinpiperidid bezeichneten 
Basen liefern im Harn nach der Eingabe ein neutral! reagierendes 
Stoffwechselprodukt, dessen wiasserige Losung daher mit 


Diese Zeitschrift, Bd. XIII. 
Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 196. 
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basischem Bleiacetat nicht gefallt wird. Aus dem = alkalisch 
reagierenden Harne lift sich infolgedessen durch das Blei- 
verfahren die gepaarte Verbindung nicht isolieren. Der im 
Harne durch basisches Bleiacetat erzeugte Niedersehlag enthiilt 
dementsprechend keine nach dem Kochen mit Mineralsiure 
reduzierende Substanz. 

Kin ganz anderes Verhalten zeigen Harne von Tieren, 
denen die oben als physiologisch unwirksam bezeichneten Basen 
eingegeben werden. Hier finden sich die gepaarten Ver- 
bindungen in reichlicher Menge in dem durch basisches Blei- 
acetat erzeugten Niederschlage, und es gelingt zumeist leicht, 
die gepaarte Verbindung als Kalisalz zu isolieren. Ein solches 
Verhalten zeigt die von Auwers und Biittner dargestellte 
Base, ferner eine Base, die sich nur dadurch vom p-Thymotin- 
piperidid unterscheidet, daB in der noch freien Orthostellung 
zum Hydroxy! ein Atom brom sich befindet. Ich  stellte 
diese Base her, indem ich vom Thymolalkohol — durch Ein- 
wirkung von Brom auf Thymotinpiperidid entsteht das Brom- 
derivat nicht — ausging, diesen mit zwei Atomen Brom be- 
handelte, wobei ein Brom in Orthostellung zur OH tritt, wahrend 
das andere die OH der CH,OH ersetzt, und dann analog dem 
von Auwers und Bittner im Falle des Saligenins mit Erfolg 
angewandten Verfahren das Piperidinderivat gewann. 


o-Bromthymotinpiperidid Sp. 76°. 


0.3525 g Substanz: 0,195 AgBr. 
Ci gH,,NOBr. Berechnet: Br 24,54, Gefunden: Br 23,53. 

Diese Base lefert ebenso wie die aus p-Monobromthymol, 
Formaldehyd, Piperidin (cf. oben) gewonnene ein Stoffwechsel- 
produkt, welches durch das Bleiverfahren als Kalisalz isoliert 
werden kann. 

In letzter Zeit lagen mir noch zwei im Laboratorium von 
Prof. Auwers dargestellte bromhaltige Basen vor: 
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1. Das Piperidinderivat ') des 2. das Piperidinderivat *) 
p-Tribromid aus p-Xylenol (Sp. 91°) inal des Tribrom-p-Kresol (Sp. 182°) 
oder Di-Br-p-oxypseudo- oder 
cumylbromid Di-Br-Kresyl-Piperidid 
OH . OH 
Br/ ‘CH, Br’ “Br 
| 
HC pet L ; 
R R 


Die erstere Base erwies sich selbst in Mengen von 0,05 g 
einer weifben Maus injiziert als unwirksam, die zweite zeiete 
eine ebenso starke Wirkung wie Thymotinpiperid.d beim Ver- 
gleiche molekularer Mengen. Die Dosis 0,01 g, welche 0,0024 g 
Piperidin (Mol. 849: 85) enthilt, war nahezu ebenso giftig wie 
0,01 g Thymotinpiperidid mit 0,0034 g Piperidin (Mol. 247 : 85). 
Diese Tatsache ist darum bemerkenswert, weil die p./ \p, 
bereits oben besprochene Auwerssche Base aus = 
Saligenin vollkommen wirkungslos ist. — 

bei beiden basen sind die Metastellungen zum Hydroxyl 
frei, doch unterscheiden sie sich durch die Lage dieser freien 
Metastellunzen zum Piperidinmethylenreste. Nur wenn beide 
freien Metastellungen dem _ Piperidinmethylenreste 
benachbart sind, b.eibt) die physiologische Wirkung des 
Piperidins erhalten. 

Jeim Kaninchen machte ich allerdings eine abweichende 
Beobachtung; hier zeigte die fiir die Maus giftige Base keinerlei 
akute Wirkung. Der nach der Darreichung gelassene Harn 
hiitte nach dem oben Mitgeteilten eine gepaarte Verbindung 
nach dem Bleiverfahren ergeben sollen; dies war jedoch nicht 
der Fall. Wenn ich den unbehandelten Harn der Tiere mit 
Mineralsiiure zersetzte, so zeigte sich ebenfalls keine reduzierende 
Wirkung. Ather entzog der alkalisch gemachten F,iissivkeit 
keine nennenswerten basischen Stoffe. Ich bin geneigt, dieses 
abweichende Verhalten der Base im Kaninchenorganismus 

') Auwers u. Marwedel, Berichte d. deutsch. chem. Ges., Bd. 28, 
5. 2902. 

*) Beschrieben ist z. Z. nur das entsprechende Pyridinderivat: 
Berichte d. deutsch. chem. Ges., Bd. 36, Heft 9, 5. 1884 (1903). 
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mit der duBerst schweren Loéslichkeit der Base auch in 


Fett in Zusammenhang zu bringen, wodurch ihre Resorption 
erschwert werden diirfte. 

Ich habe friher angenommen, dal die neutrale Reaktion 
des nach EKingabe von Thymotinpiperidid gewonnenen Stoll- 
wechselproduktes darauf beruht, dal die COOH-Gruppe der 
Glykuronsiiure mit dem Hydroxyl des sich an den Stickstoff 
des Piperidins anlagernden Methylalkohols Wasser abspaltet, wo- 
durch die Reaktion des KOrpers neutral wird. Dem gegeniiber 
war der Einwand zuliissig, dab die neutrale Reaktion der ent- 
stehenden Harnverbindung daher rihren diirfte, dab durch den 
Ubergang in die quaternire Ammoniumverbindung die Basizitiat 
des urspriinglichen Koérpers so zugenommen habe, dab der 
saure Charakter des anderen Bestandteiles neutralisiert worden 
sei. Auch im Falle dafig sich dieses Argument als zutreffend 
erwies, konnte die oben mitgeteilte Beobachtung, wonach die 
physiologisch unwirksamen Basen gepaarte Verbindungen von 
saurem Charakter liefern, nur so gedeutet werden, dah hier 
keine weitere Verinderung am N des Piperidins erfolgt ist, 
vorausgesetzt, dai die Basizitat der physiologisch unwirksamen 
Basen keine andere war, verglichen mit den wirksamen. 

Dementsprechend bedurfte es besonderer Untersuchungen, 
um zu entscheiden, ob die Basizitiit beider Gruppen von Basen 
die gleiche sei. 

Ich habe durch Titration der in verdiinntem Alkohol ge- 
listen Basen mit Zehntel-Normalschwefelsaure bezw. Salzsaéure 
folgende Werte ermittelt : 

Base I. C,,H,,NO Spaltungsprodukt der Harn- 
verbindung 
0,516 : 25,8 cem 4/10 Schwefelsiiure 0.196 : 10,5 cem 10 Schwefelsdure 
0.139: 6,2 » O80 Salzsiure 
Base ©,,.H,,NOBr 
0,313 : 11,2 ccm 4/10 Schwefelsaure. 

Bezogen auf 0,1 g Base I, fiir die sich berechnen: 4,0 cem 
"/io Schwefelsiiure, unter der Voraussetzung, daB ein Molekiil 
Base ein Molekiil Saure neutralisiert, ergibt sich: 

9,0 resp. 4,4 cem 5.6 cem 4,6 cem. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIII. 18 
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Die gefundenen Werte kommen einander so nahe, dab 
die Annahme ausgeschlossen erscheint, es handle sich bei dem 
neutral reagierenden Stoffwechselprodukte von Thymotinpiperidid 
um einfache Neutralisation der sauren und der basischen Kom- 
ponente. 

Freilich entsprechen diese Versuche nicht genau den bei 
der Harnverbindung vorliegenden Verhaltnissen, da ja hier die 
Hydroxylgruppe durch die Anlagerung der Aldehydgruppe der 
Glykuronsiiure nicht mehr frei ist: es entsteht die Frage, ob 
nicht dieser Umstand als soleher die Basizitat des Korpers 
modifizieren kOnne. In dieser Hinsicht haben einige beim 
Dibrom-o-Kresylpiperidid gemachte beobachtungen ein Interesse. 
Winternitz') hat diese Base acetyliert und benzoyliert und 
ein in heiBem Wasser lésliches salzsaures und bromwasserstoff- 
saures Salz des Acetates dargestellt und aus diesen Salzen 


die acetylierte Base wiedergewonnen. 


Bro CH, - NC;H,, - HCl 
Nr 
O- COCH, 


Da nun im Falle der physiologisch unwirksamen Basen 
sauer reagierende Glykuronsaurederivate gebildet werden, so 
ist dies so zu deuten, dali die Stellung des sauren HRestes am Pu 
Phenolhydroxyl einen anderen Einflu§ aubert als die Salzsaure. 
Die Anlagerung der Glykuronsiure ans Phenolhydroxy! bedingt 
das Entstehen einer einbasischen Siure; im Falle des Stoff- Thy 
wechselproduktes nach Eingabe von p- und o-Thymotinpiperidid 
entsteht durch Wasserabspaltung des COOH der Glykuronsaure 


mit dem alkoholischen OH am Stickstoff eine neutrale Ver- Ry 
bindung, nach Eingabe des Thymolalkoholpiperidids durch e HC 
Anhydridbildung zweier Karboxylgruppen. | 

Hinsichtlich des Zusammenhanges zwischen chemischer hy 


Konstitution der untersuchten Basen und ihrer physiologischen 
Wirkung ergeben sich aus dem Mitgeteilten bestimmte Be- 
ziehungen, die folgendermaBen auszudriicken sind: 


c. S. 28. 





) |. 
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Die Kondensationsprodukte aus Piperidin und 
Phenolen mittels Formaldehyd (bezw. aus den Oxy- 
alkoholen nach Auwers) zeigen nur dann eine akute 
(Piperidin-)Wirkung, wenn die p-Stellung oder eine 
der beiden o-Stellungen zum Hydroxy! im Benzolkern 
frei ist. Die m-Stellung zum Hydroxyl hat nur dann 
EinfluB auf die physiologische Wirkung, wenn beide 
m-Stellungen unbesetzt und dem Methylenpiperidin- 
reste benachbart sind, wofir allerdings bis jetzt nur dieser 
eine Fall vorliegen wide. 

Dafi es aber durchaus nicht gleichgiiltig ist, welcher Art 
die Atomkomplexe sind, welche in o- und p-Stellung zum 
Phenolhydroxyl stehen, zeigen Versuche, die ich mit einer Base 
anstellte, in welcher zwei Methylenpiperidinreste vorhanden 
sind. Ich gewann diese Base, indem ich auf o-Thymotin- 
piperidid in alkoholischer L6sung molekulare Mengen von Piperidin 
und Formaldehyd einwirken lief. Die Base VIE (Thymotindi- 
piperidid) zeigt die Giftwirkung des Piperidins in vollem Umfange. 

Folgende Reihen, deren erste | bis VII die physiologisch 
wirksamen Basen umfabt, veranschaulichen die festgestellten 
Gesetzmabigkeiten (R = CH, — NC,H,,). 


OH OH H.C OH 
7 H,C/ ( SCH, H,C/ H.C’ Rrf Br 
| 1. | I. MIL! IV. v1 | VI. 
Ny CH, \ Jets HC OH / UH /OH N, 
R R R R R R 
hym.-Pip. Carv.-Pip. o-Thym.-Pip. — p-Kres.-Pip. —0-Xylenol- ——- Di-Br-Kres.- 
Pip. Pip. (Auwers 
T OH OH 
> f Xp Y om > IM, ~ i ee \ Pi Nf 
R C,H, H.C, Br Br C,H, HOH,Cf SCH, Bré Br Brf \CH, 
VIL. ta Il’. IIT’. IV’. VJ 
H.C /CH, AH qu ( ( = a 
. /OH \ /CMs H.C OH H,¢ \/ JH 2 JH H,f yj Br 
R R R R R R 
(hymotin- Br-Thym.- Br-Thym.- Thymol-Alkohol-  Di-Br- — Piperidin-Der 
Di-Pip. Pip.(ausOxy- Pip. (aus Piperidid. Kres.-Pip. (p-Tribromid) 
Alkohol). | p-Br-Thymol) (Auwers) Auwers) 





Beziiglich der pathologisch-anatomischen Verande- 
rungen bestehen bei beiden Reihen nur qualitative Ver- 
schiedenheiten: durch gréfere Dosen lassen sich bei den 
18* 
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Substanzen der zweiten Reihe I‘ bis V‘ nicht bloB die Darm- 
erscheinungen am Warmbliiter, sondern auch die bereits friiher ') 
von mir geschilderten Wirkungen am Kaltbliiter erzeugen, ném- 
lich die auch beim Piperidin beobachtete schadigende Wirkung 
auf die roten BlutkOrperchen und die curareartige Wirkung 
auf die peripheren Nerven. 

Die hier gemachten Erfahrungen legten es nahe, zu untersuchen, 
wie der Eintritt von Brom die Wirkung der Phenole selbst und 
der aromatischen Karbonsiiure beeinflufst. seziiglich der chlor- und 
bromsubstituierten Phenole legen bereits Beobachtungen vor, welche 
zeigen, dafi mit dem Eintritt von Halogen die Schleimhaut reizenden 
Wirkungen zunehmen, was selbst beim Tribromphenol zutrifft, in welchem 
die drei reaktionsfihigen Stellen im Kern mit Brom besetzt sind; eine 
solche Eigenschaft soll dem Tribromsalol fehlen. 

Ich habe feststellen kénnen, daf die Giftwirkung der Salicyl- 
siure durch Eintritt von ein bezw. zwei Atomen Brom in den Kern er- 
heblich zunimmt. Ich gewann diese Derivate der Salicylsiure nach dem 
kirzlich von Comanducei und Marcello?®) zur Bromierung der p-Oxy- 
benzoesdure angegebenen Verfahren. Ich wahlte die Salicylsiure, weil 
sie, wie ich oben mitteilte, eine starkere Wirkung zeigt als die p-Ver- 
bindung. Bereits 0,015 g Salicylsiure hatte bei weifien Miiusen eine 
krampferregende Wirkung und fiihrte nach ca. 2 Stunden den Tod her- 
bei. Die entsprechenden Mengen der Mono- und di-Bromsalicylsaure, 
nimlich 0,021 bezw. 0,03 ¢ téteten bereits in wenigen Minuten. Die 
Substitution von Brom in den Kern der aromatischen Karbon- 
siuren fihrt also eine Verstiirkung der Wirkung herbet in analoger 
Weise, wie ich dies fiir die halogensubstituierten Benzoesduren *) unlangst 
nachgewiesen habe. 

Nachdem durch die im vorstehenden mitgeteilten Resultate 
der Nachweis erbracht ist, dafi das pharmakologische Verhalten 
dieser KOrperklasse durch die Konfiguration des mit dem Piperidin- 
ringe verbundenen Benzolringes bestimmt wird, lag es nahe, 
zu untersuchen, ob und in welcher Weise Verinderungen am 
Piperidinringe in pharmakologischer Hinsicht einen KinfluBb 
aubern. 

Ks kamen nur solche Derivate des Piperidins in Betracht, 
in denen der [midwasserstoff vorhanden ist, da es notwendig 


‘) L. Cc. 8. 285. 

?) Gaz. chim. ital., 33, I, 1903, zit. n. Chem. Zbl., 1903, Bd. I, 
Nr. 15, 5. 876. 
%) Hofmeisters Beitrage, Bd. Ill, Heft 7/8, 3. 366 ff. 
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war, diese Korper in der friher beschriebenen Weise mit Phe- 
nolen unter Mitwirkung von Formaldehyd zu kondensieren. 


1. Iso-a, a‘-Diphenylpiperidin. 


Ich verdanke diese Base Herrn Prof. M. Scholtz in Greifs- 
wald, der vor einigen Jahren durch Reduktion des a, a‘-Diphenyl- 
pyridins zwei stereoisomere a, a‘-Diphenylpiperidine erhalten 
hat,!) deren eine bei 71° schmilzt, die andere ein schwach 
gelbliches, ziemlich dickfliissiges Ol darstellt. Nur die letztere, 
die Isoverbindung, lag mir in Mengen von einigen Grammen vor. 

beim Zusammenbringen molekularer Mengen mit Thymol 
und Formaldehyd in alkoholischer Losung trat keine Erwirmung 
ein, nur geringe bei Zusatz von etwas Natronhydrat, ohne dab 
ein festes Kondensationsprodukt sich ausschied. Zu einem 
Resultate kam ich aber, als ich die Komponenten ohne Zusatz 
von Alkali am RiickfluBkiihler auf dem Wasserbade in_ ver- 
diinntem Alkohol gelést reagieren lief. Es schied sich beim 
Abkiihlen des eine Stunde lang erwiirmten Reaktionsgemisches 
eine feste Base ab, die bei 162° schmilzt und in chemischer 
Hinsicht sich den Kondensationsprodukten mit Piperidin analog 
verhiilt. 

Versuche am Kaninchen zeigten, daB der neuen Base keine 
besonders heftigen Wirkungen zukommen; Dosen von 1 ¢ wurden 
von mittelgroben Tieren ohne akute Vergiftungserscheinungen 
vertragen. 

[Im Harn der Tiere erschienen gepaarte Glykuronsiuren, 
die aber kein basisches Bleisalz lieferten. Es diirfte also hier 
eine analoge Veriinderung im Organismus erfolgt sein, wie bei 
dem Kondensationsprodukt von Thymo! und Piperidin. Eine 
spontane Ausscheidung im sauren Harne findet nicht statt. 

2. a-Methylpiperidin (a-Pipecolin): \ /-CH, 

NH 

Zur Darstellung des Pipecolins gewann ich zunachst aus 

kéuflichem a-Picolin durch fraktionierte Destillation den bei 





') Berichte d. deutsch. Chem. Ges., Bd. 34, 5. 1616 (1901). 
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128--131° tbergehenden Anteil und unterwarf diesen der Re- 

duktion mit Natrium und Alkohol in der von Ladenburg!) 

angegebenen Weise. Das so erhaltene Pipecolin ging nach 

mehrmaligem Fraktionieren — zuletzt iiber metallischem Natrium 
zwischen 118 und 120° iiber. 

Uber die physiologische Wirkung des a-Pipecolins liegen 
bereits Untersuchungen vor, namentlich seitens R.undE.W olffen- 
stein,?) welche fanden, dali es giftiger wirkt als Piperidin; 
withrend von letzterem 0,5 pro Kilogramm Kaninchen todlich 
ist. geniigt von a-Pipecolin bereits 0,3 pro Kilogramm. Das 
von mir dargestellte Priiparat zeigte ein gleiches Verhallen. Da 
ich bereits friiher mit LOosungen neutraler Salze des Piperidins 
Versuche an weiben Miiusen angestellt%) habe, priifte ich auch 
das Verhalten des a-Pipecolins bei diesen Tieren. Hs wurden 
Losungen unter Beriticksichtigung der molekularen Unterschiede 
der Basen hergestellt. welche demnach 2,1 bezw. 2.59/5 der 
Basen enthielten. Von diesen Lo6sungen erhielten zwei weibe 
Miiuse (2 12 ¢) je O.2 cem subkutan, also 4,2 bezw. 5 mg. In 
beiden Fiillen traten Kriimpfe anfallsweise ein, Jedoch bei Piperidin 
in geringerer Intensitiit: bald leben sie hier nach und das Tier 
blieb am Leben. Im Falle des a-Pipecolins trat 10 Minuten 
nach der Injektion der Tod ein. 

Uber das Schicksal des a-Pipecolins im Organismus 
liegen bisher keine Untersuchungen vor. Betreffs des a-Picolins 
liegen Versuche an Kaninchen von R. Cohn‘) vor, welcher 
nachwies, daf ein Teil unveriindert ausgeschieden wird, wihrend 
ein anderer Teil eine Oxydation des Methvls zu Karboxyl] 
erfihrt und als a-Pyridinkarbonsiéure gepaart mit Glykokoll 
ausgeschieden wird. 

Die dem a-Pipecolin entsprechende Piperidinkarbon- 
siiure laBt sich durch Oxydation des a-Pipecolins nicht 
darstellen: dagegen hat sie A. Ladenburg®) durch Reduktion 


'' Liebigs Annalen, Bd. 247, S. 51. 

?, Berichte der deutsch. Chem. Ges., Bd. 34, 5. 2408 (1901). 
Arch. Internat. de Pharmacodyn. et Th., Bd. 8, S. 503 (1901). 
Arch. f. experim. Pharm. u. Path.. Bd. 18, 8. 121 ff. (1894). 
Berichte d. deutsch. Chem. Ges., Bd. 24 (1891). 
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der Pyridinkarbonsiure gewonnen und zwar als Chlor- 
hydrat isoliert, welches bei 264° schmilzt. Da dieses Chlor- 
hydrat in absolutem Alkohol loslich ist, bin ich, um festzu- 
stellen, ob nach Darreichung von a-Pipecolin im Harne der 
Tiere Piperidinkarbonsiure auftritt, derart verfahren, daB ich 
den zunachst mit Ammoniak erwirmten und dann kalt filtrierten 
Harn mit Salzsiiure versetzte. Der entstehende Niederschlag 
war stets sparlich; er wurde abfiltriert, mit Alkoho!l aufgenommen 
und wieder nach Entfernen des Alkohols mit HCl gefallt. Es 
schieden sich nur geringe Mengen amorpher Substanz aus. Nur 
in einem Falle, wo das Kaninchen zwei Stunden nach Eingabe 
einer groBeren Dosis a-Pipecolin (1g) zugrunde ging, konnte 
durch das genannte Verfahren eine grébere Menge einer weiben 
Substanz isoliert werden, die den Sp. 262° zeigte und demnach 
das Chlorhydrat der Piperidinkarbonsiiure darstellt. 

Da erfahrungsgemib Stoffe. welche einer Paarung 
im Organismus fihig sind, nur dann unveriindert im Harne 
erscheinen, wenn das Material in grober Dosis eingefiihrt 
wird, so habe ich den nach Fiitterung von a-Pipecolin er- 
haltenen Harn auf eine stattgefundene Paarung mit Glykokoll 
verarbeitet. Der angesiiuerte Harn wurde wiederholt mit Ather 
ausgeschiittelt: der nach dem Abdestillieren des Athers erhaltene 
Riickstand lief sich nicht zum Kristallisieren bringen. Ich machte 
daher einen Spaltungsversuch, indem ich den Riickstand 5 Stunden 
mit heifgesattigtem Barvtwasser am Rickflubkiihler kochte. 
Hiernach wurde der iiberschiissige Baryt durch CO, entfernt 
und das eingeengte Filtrat mit verdiinnter Schwefelsiiure so 
lange versetzt, bis aller Baryt entfernt war, und dann zur 
Trockne verdampft. Der Riickstand wurde in Alkohol auf- 
genommen; auf Zusatz von Wasser schied sich nichts aus, 
dagegen nach dem Verjagen des Alkohols auf Zusatz von Salz- 
siure. Auch die so erhaltene abgespaltene Siiure zeigte das 
Verhalten der Piperidinkarbonsiiure. Die von Ladenburg be- 
schriebene Piperidinkarbonsiiure ist) niimlich in Wasser und 
heiBem Alkohol lOslich, withrend das Chlorhydrat nur in Alkoho 
loslich ist. Es ist hiernach anzunehmen, dai a-Pipecolin, so- 
weit es nicht vollstiindig oxydiert wird, in Piperidinkarbon- 
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siure im Organismus iibergeht, die sich zum gréBten Teile mit 
Glykokoll paart. 


3. Thymotin-a-Methylpiperidid und Carvacryl-a- 
Methylpiperidid. 


Wenn ich molekulare Mengen von a-Methylpiperidin, 
Thymol und Formaldehyd in alkoholischer Losung zusammen- 
brachte, so erfolgte eine kaum merkliche Erwirmung des 
Reaktionsgemisches: nach lingerem Stehen trat dunkle Fiar- 
bung ein, ohne daBb sich eine kristallinische Ausscheidung  be- 
merkbar machte. Zusatz von Natronhydrat, das sich mir im 
Falle des Piperidins besonders geeignet erwiesen hatte, war 
hier ohne giinsugen EinfluB auf die Kondensation. Dagegen 
fiihrte Kalihydrat zum Ziele. Wenn man eine solche Ver- 
diinnung des Alkohols wiihlt, dai die Komponenten eben noch 
in Losung bleiben, und dann das Gemisch in verschlossenem 
Kolben sich selbst iiberlaBt, so hat sich am niachsten Tage 
bereits ein Teil des Kondensationsproduktes abgeschieden, be- 
sonders wenn man von vornherein eine kleine Menge des fertigen 
Produktes hinzuftigt. Durch vorsichtigen Wasserzusatz abt 
sich die Ausscheidung betriichtlich beschleunigen. Nach mehr- 
maligem Umkristallisieren aus verdiinntem Alkohol erhalt man 
eine in durchsichtigen, derben, unregelmaBbigen Wirfeln 
kristallisierende Substanz, die den Sp. 118° zeigt. In derselben 
Weise erhielt ich aus dem isomeren Carvacrol mittels Form- 
aldehyd und a@-Pipecolin eine in stumpfen Nadeln kristallisierende 
Substanz vom Sp. 151°. Die Substanzen waren. stickstoffhaltig 
und zeigten das gleiche Verhalten wie die friiher beschriebenen 
Basen von der Zusammensetzung C,H,)N — CH, — R. 

Das Platindoppelsalz des Thymotin-a-Methylpiperidids 
scheidet sich auch bei Verwendung von absolutem Alkohol nicht 
aus, ein Verhalten, welches auch das Platindoppelsalz des 
a-Methylpiperidins zeigt. Hingegen schied sich das Platin- 
doppelsalz der entsprechenden Carvacrol-Verbindung alsbald 
in flachen Nadeln aus. 

0.06 g Substanz: 0,013 ¢ Pt; 20,83°/o Pt. 
Berechnet fiir (C,,H,,-NOHC]),PtCl,: 20,92 °/o. 


17 
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Die Analyse des Thymotin-a-Methylpiperidids ergab fol- 
gendes : 
0.1956 g Substanz: 0,5675 ¢ CO,, 0,1905 g¢ H,O 


02002 » > : 10.8 cem N (19°, 766.5 mm). 
Fiir C,-H,,NO berechnet: C 78,16°/o, H 10,34" 0, N 5,36°%o 
> > gefunden: » 78,06°'o, » 10,8+°/o, » 6,25°%/o. 


bo 


Am Kaninchen riefen Dosen von 0,6 ¢ pro Kilo noch 
keine akuten Krampfwirkungen hervor, wahrend von dem friiher 


beschriebenen Thymotinpiperidid !) — das ein um CH, kleineres 
Molekiil besitzt — 0,5 g pro Kilo sich als sicher tédlich er- 


wiesen hatten. Immerhin trat die krampferregende Wirkung 
in grOBbter Heftigkeit auf, als ich einem Kaninchen von 2 Kilo 
1,5 g Thymotin-a-Methylpiperidid innerlich eingab: es ging 
dabei nach wenigen Minuten zugrunde. 

Als erheblich differenter hinsichtlhieh der akuten Wirkung 
hat sich mir das isomere Carvacryl-a-Methylpiperidid er- 
wiesen; hier erfolgte bereits nach Einfuhr von 0,4 g pro Kilo 
der Tod unter heftigen Krampfanfiillen. 

Bei fortgesetzter Darreichung des Carvacrolderivates habe 
ich ebenso wie bei der Piperidinverbindung?) das Eintreten 
von diinnen Stiihlen beobachtet. 

Die gleiche Verschiedenheit in der Intensitiit der Wirkung 
habe ich bei weiben Mausen gleicher Grobe (& 15 g) beobachtet. 
Wiahrend Thymotinpiperidid in einer Menge von 4.8 mg in 
ol. oliv. gelOst, subkutan injiziert binnen 40 Minuten unter 
heftigen Kriimpfen todlich wirkt, zeigte die entsprechende Dosis 
(5,2 mg) Thymotin-a-Methylpiperidid noch keine akute Wirkung: 
immerhin entwickelte sich hier ein zunehmender Schwiiche- 
zustand, der 35'/4 Stunden nach der Injektion zum Tode fiihrte. 
beim Carvacrolderivate trat unter den gleichen Symptomen der 
Tod bereits 11/2 Stunden nach der Injektion ein. 

Aus dem Mitgeteilten ergibt sich, daf der Ersatz des 
Wasserstoffs der Imidgruppe des a-Methylpiperidins durch den 
Thymylmethylenrest die Giftwirkung ebenso betriichtlich steigert 
als es im Falle des Thymotinpiperidids nachgewiesen ist*) und 





hc. 3. 28a. 
+) ] c S. 2835 


_ 


Arch. Intern. de Pharmakodyna int., Bd. VII, S. 503 (1901) 
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ferner, daf, wiihrend die Einfithrung eines Methyls in die 
a-Stellung zum Stickstoff die Giftigkeit des Piperidins steigert, 
die Einfiihrung an der gleichen Stelle beim Thymotinpiperidid 
eine Verminderung der Giftwirkung bedingt. Weniger intensiv 
macht sich diese letztere Gesetzmibigkeit beim Carvacryl- 
piperidid geltend. Da nun, wie ich oben nachgewiesen habe, 
fiir das Zustandekommen der akuten Wirkung dieser Basen 
neben dem freien Hydroxyl eine noch freie Ortho- oder Para- 
stelle notwendig ist, diese aber in beiden Fillen die Ortho- 
stellung ist, so kann die intensivere Wirkung des Carvacryl- 
a-Methvlpiperidids nur durch die verschiedene Stellung 
der Methyl- und [tsopropylgruppen im Molekiil be- 
dingt sein. 

Bei lingerer Darreichung der Thymol- und Carvacrol- 
verbindung des a-Pipecolins magerten die Kaninchen erheblich 
ab und zeigten bei der Sektion &hnliche Veriainderungen, wie 
ich beim Thymotinpiperidid beschrieben habe. 

Aus dem infolee Haferfiitterung sauren Harne sehied sich 
das Stoffwechselprodukt in keinem Falle aus; ich konnte leicht 
feststellen, dali es eine gepaarte Glykuronsiiure ist, die aber 
keine sauren Eigenschaften besitzt und demnach auch nicht 
liber das Bleisalz isoliert werden konnte. 

leh habe mich daher auf die [solierung der Spaltungs- 
produkte der gepaarten Verbindungen beschriinkt, die in der 
friiher beschriebenen Weise gewonnen wurden. 

Das Spaltungsprodukt der nach Einfuhr von Thymotin- 
a-Methylpiperidid entstehenden Verbindung kristallisiert nach 
der Reinigung mit Tierkohle in gliinzenden, in Drusen ange- 
ordneten Nidelchen, die bet 116° schmelzen. 


0.2004 ¢ Substanz: 01915 g H,O, 0.5774 g CO, 


0.2020 , > 10,6 cem N (17,5°, 766,0 mm). 
Fiir C,,H,,NO berechnet: C 78,55°/o, H 10,55 °%0, N 5,09°%/o 
gefunden: » 78,58°%o, » 10,64°/o, » 6,12 °%o. 


Die Zahlen weisen auf eine um CH, in ihrer Zusammen- 
setzung grobere Base hin. 

Kntsprechend dem oben mitgeteilten Verhalten des a-Pipe- 
eolins im Tierkérper war daran zu denken, dab im Organismus 
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auch bei Einfiihrung des Thymotin-a-Methylpiperidids eine Oxy- 
dation des in der a-Stellung zum N befindlichen Methyl eintreten 
konne. Bei der Spaltung der so entstehenden Dikarbonsiiure 
miiBte ohne Zweifel die COOH-Gruppe abgespalten werden und 
nichts anderes entstehen als Thymotinpiperidid. Von diesem 
unterscheidet sich aber die neue Base in mehrfacher Hinsicht: 
dem Schmelzpunkt, Loslichkeit des Platindoppelsalzes; einem 
Kaninechen mit saurem Harne eingegeben, erzeugte sie nicht 
das direkt sich ausscheidende Stofiwechselprodukt des Thymotin- 
piperidids. 

Ihre physiologische Wirkung ist schwicher als die von 
Thymotin-a-Methylpiperidid. Nach Injektion von 5.5 mg starb 
eine weife Maus erst nach 4 Stunden. 

Thymotin-a-Methylpiperidid wird also im Organismus in 
gleicher Weise verindert wie Thymotinpiperidid: es lagert sich 
an den N Methylalkohol an, und das COOH der Glykuronsiiure 
spaltet mit dem OH Wasser ab, soda eine neutrale Ver- 
bindung entsteht. 

Kin gleiches Verhalten zeigt die entsprechende Carvacrol- 
verbindung. Auch das nach ihrer Darreichung erhaltene Spaltungs- 
produkt war weniger giftig, Nach Injektion von 5,5 mg der 
dase trat der Tod nach 2 Stunden ein, wahrend das urspriingliche 
Produkt schon in 1!2 Stunden todlich wirkte. 

Also auch die Methylderivate des Thymol- und Carvacrol- 
a-Methylpiperidids zeigen analoge Unterschiede wie die urspriing- 
lichen Basen. 

Das Platindoppelsalz des Spaltungsproduktes der Carvacrol- 
verbindung kristallisiert ebenfalls, wenn auch langsamer als das 
der urspriinglichen base. 


0,061 g Substanz: 0,0125 g Pt: Pt = 2049 
Berechnet fiir (C,,H,,NOHCI]),PtCl,: Pt == 20,31 
i. * * 
4. Thymotincopellidid: CH 


NH 
Zur Darstellung des Copellidins ging ich aus vom kiiuf- 
lichen Aldehydkollidin und reduzierte es zum Hexahydro- 
kollidin,') das bei 162—164° siedet. 


1! Diirkopf, Annalen d. Chem., Bd. 247, S. 90. 
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In Gegenwart von Kalihydrat tritt die Kondensation mit 
Thymol und Formaldehyd ein. Ich erhielt eine Base, die bei 
115° schmilzt. 

An Kaninchen verfiittert, geht sie gleichfalls in ein neutrales 
Glykuronsiiurederivat iiber. Thymotincopellidid ist noch weniger 
giftig als die entsprechende Pipecolinverbindung, wahrend 
Copellidin selbst das a-Methylpiperidin um das Dreifache tibertrifft, 
wie die Versuche von Wolffenstein!) zeigen. 

GroBere Dosen bewirken bei Kaninchen diinnen Stuhl, 
sodaf ich Versuche mit subkutaner Injektion bei Miausen anstellte. 

Hier zeigte sich, daB nach Injektion von 5,7 mg Thymotin- 
Copellidid keine akute Wirkung eintrat; erst nach 21 Stunden 
starb das Tier unter zunehmender Mattigkeit. 

Das entsprechende Spaltungsprodukt aiuferte in einer Dosis 
von 6,0 mg injiziert auch am Tage darauf noch keine Wirkung. 
Von Thymotincopellidid zeigte erst die doppelte Dosis, namlich 
11.5 mg, 

Ks ergibt sich also auch im Falle des Copellidins die Regel, 
dah der Ersatz des H der Imidgruppe durch den Thymol- 


akute Krampfwirkung. 


methylenrest die Erhéhnng der Toxizitaét durch Einftihrung von 
Methylpruppen in den Piperidinring nicht nur nicht zustande 
kommen libt, sondern das Gegenteil bewirkt. 


). Dibromkresyl-a-Methylpiperidid. 

Diese Base gewann ich nach dem Verfahren von Auwers 
und Biittner, indem ich Dibrom-o-Kresylbromid mit 2 Molekilen 
Pipecolin reagieren lie}. Es schied sich bromwasserstoffsaures 
Pipecolin ab und die Base blieb in Lésung; sie kristallisiert 
nicht. Sie ist noch weit weniger giftig als die zuletzt behandelten 
Basen. Im Harne tritt eine saure Glykuronséureverbindung auf, 
ebenso wie bei der entsprechenden Piperidinverbindung. 

Es geht hieraus hervor, dafB auch fiir die hoher 
alkylierten Piperidinbasen das Gesetz gilt, daB nur 
die eine freie o- oder p-Stellung zum Phenolhydroxy! 
enthaltenden im Organismns wirksam sind und eine 
Methylierung erfahren. 


t) |. ec. 
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In folgender Tabelle sind die Unterschiede in der Toxizitat 
der hier behandelten Basen iibersichtlich zusammengestellt. 








Gewicht 





Dosis Zeit 
Base . ” der Maus 

” ad bis zum Tode inf 
nn es Erholung | 12 
a-Pipecolin ...........{ 50 | fnach10Min. | 12 
Thymotinpiperidid ........) 48 /¢ >» 4 > | 15 
Thymotin-a-Methylpiperidid . . . ©) 92 )/7 » 3St. 15M. | a) 
Sein Methylderivat. .......-| 55 |f » 4» —» | 15 
Carvacryl-a-Methylpiperidid . . . . | 52 |F » 1» 30> | 15 
Sein Methylderivat. ....... | 55 |¢ » 22> —>» | 15 
Thymotincopellidid. . 2... 1... | 5,7 |7 » 2b» — | 15 
Sein Methylderivat. .......! 60 /¢ »4b> —» | 15 
Dibromkresyl-a-Methylpiperidid . . | 15,0 | ohne Wirkung | 15 


Nur einige der im obigen behandelten Basen liefern nach 
der Darreichung am Kaninchen mit saurem Futter spontan 
im sauren Harne sich ausscheidende Stoffwechselprodukte: es 
sind das diejenigen, welche gleichzeitig mit der Glykuronsiiure- 
paarung eine Methylierung erfahren, soda neutrale Verbindungen 
entstehen. Aber auch von diesen scheiden sich einige im 
sauren Harne nicht ab. Auch beim Einengen des Harnes hatte 
ich keinen Erfolg. Es bedingt dies offenbar die allzuleichte 
Loslichkeit dieser Verbindungen. 

Ich habe in solchen Harnen wiederholt bei weiterem Kon- 
zentrieren Kristalle sich abscheiden sehen, die aber als an- 
organisch sich erwiesen. Sie enthielten u. a. Kalk und reichlich 
Kieselsiure. Das Auftreten von Kieselsiiure bei mit Hafer 
sendhrten Tieren ist nicht auffallig, da gerade Hafer reichliche 
Mengen Kieseisiure enthélt. So sechwankt je nach der Boden- 
beschaffenheit der Gehalt der Haferasche!) an SiO, von 
28,969/o bis 44,56°/0, an P,O; von 20,61°/0 bis 32,13°/0, wahrend 
K,O und Na,O in Mengen von 16,2°/o bis 26,21°/0 bezw. 
0.37°/o bis 2,34°%/o darin enthalten sind. Umgekehrt enthiilt 


‘) EF. Wolff, Aschenanalysen, T. Il, S. 15. 
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die Asche der Mohrriibenwurzel viel Kalium und Natrium 
und nur 1,55°/o SiO,. Diese Verhiltnisse bedingen hauptsach- 
lich die Verschiedenheit der Reaktion des Harnes bei Fitterung 
mit Hafer und Riiben. 

Kir mich war es von Interesse, festzustellen, ob es im 
Falle der Haferfiitterung auch der Gehalt an anorganischen 
Sauren ist, der die spontane Ausscheidung der Harnverbindungen 
in meinen Versuchen bedingte. Ich bediente mich der « W eiske»- 
schen Nahrung, welche in der Weise bereitet wird, dab 50 g 
Olivendl, 820 ¢ Stiirke, 100 g Zucker, 30 g Asche und etwas 
CiNa gemischt und bei 45° getrocknet wird. Zur Herstellung 
der Haferasche veraschte ich 300 ¢ lufttrocknen Hafer und 
erhielt 8,7 g Asche, die ich in der angegebenen Weise mit 
den Nihrstoffen mischte. Die Nahrung wurde von den Tieren, 
die mehrere Tage hindurch gefastet hatten, gerne gefressen. 
Nach einer Woche war der Harn stark sauer und Darreichung 
von Thymotinpiperidid bewirkte Ausscheidung der gepaarten 
und methylierten Verbindung im Harne in gleicher Weise, wie 
bei gewohnlicher Haferdiat. Es sind demnach die mit dem 
Hafer dargereichten anorganischen Stoffe ausreichend, um die 
Ausscheidung der Verbindung im Harne herbeizufiihren. 

Bei Harnen, welche gepaarte Glykuronsiuren enthalten, 
habe ich wiederholt die Beobachtung gemacht, daf Faulnis 
diese KOrper so vollstiindig zerstort, daB auch das Paarungsprodukt 
nicht mehr nachweisbar ist. Ich hielt es umsomehr fiir wiinschens- 
wert, festzustellen, in welcher Weise Féulnis auf gepaarte 
Verbindungen zerst6rend einwirkt, als bei Untersuchungen, die 
ich in Gemeinschaft mit E. Fromm!) itiber die Oxydation der 
Sabinolglykuronsiiure mittels Kaliumpermanganat angestellt 
habe, das auffillige Ergebnis resultierte, daf von dieser Ver- 
bindung keineswegs der Glykuronsaurerest sich wegoxydieren 
und also auch nicht Tanacetogendikarbonsiiure sich auf diese 
Weise erhalten lift, waihrend man diese Siure mit Leichtig- 
keit aus Sabinol mittels Kaliumpermanganat erhalt. Ferner 
erscheint die Frage vom Standpunkt des gerichtlichen Chemikers 
von nicht geringem Interesse, ob nach eingetretener Faulnis 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXIII, S. 587. 
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einer Leiche solche Substanzen chemisch noch nachweisbar 
sind, welche einer Paarung im Organismus fihig sind. 

Wenn ich die wiisserige Loésung der Glykuronsiiurever- 
bindung des Thymotinpiperidids mit in Faulnis  begriffener 
Muskelsubstanz eine Woche bei Zimmertemperatur stehen lieb, 
so war nach Ablauf dieser Zeit durch den Spaltungsversuch 
keine Spur der Base mehr nachweisbar. In Kontrollversuchen 
iiberzeugte ich mich, dab sowohl Thymotinpiperidid selbst wie 
dessen Methylderivat durch Faulnis nicht zerstort werden. 

Es geht hieraus hervor, dab bei dem zerstOrencen Ein- 
flu} der Fiiulnis auf gepaarte Verbindungen keine primire 
Zerstorung des Glykuronsiurerestes erfolgt, sondern dal die 
Auflésung des Atomkomplexes in anderer, noch giinzlich un- 
bekannter Weise erfolgt. Eine analoge Widerstandslosigkeit 
gepaarter Verbindungen gegeniiber der Faulnis habe ich auch 
bei Verbindungen der Kampherreihe beobachtet, woriiber noch 
zu berichten sein wird. 











Zur Kenntnis des Hamocyanins. 
II. Mitteilung. 


Von 


M. Henze. 


(Aus dem chemisch-physiologischen Laboratorium der zoologischen Station zu Neapel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21, Oktober 1904.) 


In einer friiheren Mitteilung') habe ich auf Grund ein- 
gehenderer Untersuchungen itiber die allgemeinen chemischen 
Kigenschaften des Himocyanins berichtet. Unter anderem konnten 
dabei durch gasometrische Bestimmung des Sauerstoffabsorp- 
tionsvermogens die friiheren, teilweise bestrittenen Angaben 
von Bert und Frederiq  bestiitigt werden, so dab das 
Hiimocyanin (speziell aus dem Blute von Octopus) als respira- 
torischer Eiweibkorper aufzufassen ist. Es erftillt physiologisch 
dieselbe Funktion wie das Himoglobin. Um _ so _ interessanter 
ist es, dafis es in chemischer Hinsicht nicht unbedeutend vom 
Himoglobin abweicht. An Stelle von Eisen findet sich Kupfer, 
das einen konstanten Prozentgeha!lt des Molekiils ausmacht. 
Ferner fehlen dem Hamocyanin die Eigenschaften eines Proteids, 
die das Hiimoglobin aufweist. Es gelingt daher nicht, durch noch 
so gelinde wirkende Agentien eine Spaltung in einen Eiweif- 
korper und eine eiweiffreie Komponente (entsprechend Globin 
und Hiamatin) zu erreichen. Im ganzen verhilt sich das Hamo- 
eyanin wie ein Kupferalbuminat, in dem das Kupfer maskiert, 
aber doch auferordentlich leicht abspaltbar ist. Diese schon 
friiher gemachte Angabe hat sich durch neue wiederholte Ver- 
suche bestatigt. 

In der Absicht, die Stellung des Himocyanins in der 
Reihe der Kiweibkorper deutlicher zu charakterisieren, soweit dies 


') M. Henze, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 370. 





Zur Kenntnis des Hiimocyanins. II. 291 


mit Hilfe der vorhandenen Methoden und des immerhin spiirlichen 
Materials moglich ist, wurde zuniachst die Verteilung des Stick- 
stoffs im Molekiil bestimmt. Die hierfiir von Hausmann!) aus- 
gearbeitete Methode macht nicht den Anspruch einer exakten 
chemischen Analyse. Es ergeben sich jedoch, namentlich bei 
Innehaltung gewisser Kautelen, Resultate, die wichtige Einblicke 
in den Aufbau eines EiweiSkérpers gestatten, wie von neuem 
die letzte Untersuchung von Giimbel?) beweist. Ich habe mich 
fast ganz an die Arbeitsweise gehalten, die von Osborne und 
Harris*) zur Untersuchung einer gréferen Zahl von EiweiB- 
korpern verwandt worden ist. 

Zur Darstellung des Ausgangsmaterials wurde das dem 
lebenden Tiere entnommene blaue, also mit Sauerstoff gesittigte 
Blut (vergl. die erste Mitteilung) zentrifugiert, wobei sich eine 
geringe Menge von Leukocyten zu Boden setzt. Hierauf wurde 
filtriert und das Himocyanin nach Verdiinnung des Blutes mit 
Wasser durch Alkoholzusatz unter Erwarmung koaguliert. Der 
sehr fein verteilte Eiweifkorper wurde durch mehrfaches Dekan- 
tieren ausgewaschen, dann auf einem Seidenfilter gesammelt 
und langere Zeit mit Wasser, Alkohol und zuletzt mit Ather 
behandelt. Da friihere Versuche gezeigt haben, daB das Hiimo- 
cyanin der einzige EiweiBkorper ist, der sich im Octopusblute 
findet, darf man schlieBben, auf diese Weise eine reine, einheit- 
liche Substanz vor sich zu haben. 


I. Die Verteilung des Stickstoffs im Hamocyanin. 


Ich gebe kurz den Gang der Arbeitsweise, um die Resul- 
tate zum SchluB tabellarisch anzufiihren. Zu den einzelnen 
Versuchen wurden stets Priiparate von Hamocyanin benutzt, 
die dem Blute verschiedener Tiere entstammten, um auf etwaige 
individuelle Unterschiede aufmerksam zu werden. In Form eines 
feinen Pulvers wurde der Eiweifkérper bis zur Gewichts- 


‘) W. Hausmann, Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, 5. 91 und Bd. XXIX, 
S. 136. 
*) Gimbel, Beitr. zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. V, S. 297. 
*) Osborne u. Harris, zit. nach Chem, Zentralblatt 1903, Bd. I, 
S. 1279. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. 19 
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konstanz bei 100—105° getrocknet und zuniichst auf dem 
Wasserbad mit 20°/oiger Salzsiiure digeriert. Hierauf wurde er 
durch 7—12stiindiges Kochen in einem Kolbchen mit einge- 
schliffenem Kiihler gespalten. Nachdem die Hauptmenge der Salz- 
siure auf dem Wasserbade durch Eindampfen entfernt worden 
war, wurde der Ammoniakstickstoff durch Destillation mit ge- 
reinigtem MgO bestimmt. Der Magnesiumschlamm, der die 
Huminsubstanzen mit enthilt, wurde auf einem gehirteten 
Milter abgesaugt, mit heifem Wasser gut ausgewaschen und 
dabéi mehrmals vom Filter genommen. Durch Zersetzung 
dieses Niederschlages im Kjeldahl-Kolben erfahrt man die 
Menge des sogenannten Huminstickstoffs. 

Filtrat und Wasechwiisser vom Magnesiumschlamm wurden 
nach dem Ansauern auf 100 ccm eingeengt, mit 5 g Schwefel- 
siiure versetzt und mit 30 ccm einer Phosphor wolframsiurelosung 
gefiillt, die 20 ¢ Phosphorwolframsiiure und 5 g Schwefelsiure 
auf 100 ¢ Wasser enthielt (vergl. Osborne u. Harris). Nach 
24stiindigem Stehen wurde der Niederschlag abgesaugt, vom 
gehiirteten Filter genommen und mit einer verdiinnten Loésung 
von Phosphorwolframsiiure (2,5 ¢ P.W.S., 5 g Schwefelsaure 
auf 100 g¢ Wasser) angeriihrt und wieder abgesaugt. Dieselbe 
Prozedur wurde wiederholt und dann auf dem Filter nach- 
gewaschen, bis die Wasserfliissigkeit ca. 200 cem betrug. 

Die Zerlegung dieses P.W.S.-Niederschlags bietet Schwierig- 
keiten. Man erhalt leicht zu niedrige Werte, noch Ofters aber 
geht die Analyse durch Springen der Kolben verloren. Es wurde 
viel konz. H,SO, angewandt, mit Permanganat oxydiert und 
mindestens 12 Stunden erhitzt. 

Im Filtrate des P.W.S.-Niederschlages wurde der Mon- 
amidostickstoff direkt bestimmt und nicht, wie bei Osborne 
und Harris angegeben ist, aus der Differenz berechnet. Man 
hat so nicht nur eine Kontrolle, sondern kann auch im Falle 
des Verlustes des P.W.S.-Niederschlages umgekehrt immer noch 
die Zahl fiir den Diamidstickstoff aus der Differenz finden. In 
der Tabelle ist in diesem Falle die betreffende Zahl in Kursiv- 
schrift gedruckt. 
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Angewandte Substanz: 


1 1.3508 IV 1,0566 
If 1.4434 V 1.0286 


Ill 1,2600 














Durch Titration | Mittel auf 100 
gefundener N In Prozenten| Mittel | (N-Gehalt = 

in Gramm 16,09) 
00115 I 0,85 
0.0106 II 0,73 

N als NH, 0,0136 Ll 1,08 0,93 5,78 
0.0098 IV 0,92 
0.0109 V 1,05 
Sim Oe 0.0910 | 0.66 
N im Magnesium- “ 10 

— " jae 0.43 2 67 
schlamm 0.0035 IV 0.33 
0,0027 V 0,26 
0.6582 Il 4,96 

ae aie 4.70 alae Sa 

Diamid-N Ml a b,40 27,65 
— IV 4.18 

0.3780 V 3.67 (4,34) 
1.3720 U 9.50 
sate 2992 ; sii 

Monamid-N 1,29 ole ; 10,31 10.20 | = 63,39 
1,0738 IV 10,66 
1.0640 V 10,34 





II. Bestimmung der basischen Spaltungsprodukte des Hamocyanins. 


Zur Untersuchung des Hamocyanins in dieser Richtung 
standen ca. 30 ¢ des nach obiger Angabe dargestellten EKiweif- 
kérpers zur Verfiigung. Die Methodik lehnt sich in der Haupt- 
sache ganz an die Kosselschen Angaben. ') 

Das Haimocyanin wurde durch Kochen mit der dreifachen 
Menge Schwefelsiiure und der sechsfachen Menge Wasser ge- 
spalten. Dauer des Erhitzens 14 Stunden. Die schwarzgefarbte. 
Huminsubstanzen enthaltende Fliissigkeit wurde auf 1 1 auf- 
gefiillt und einer Stickstoffbestimmung unterworfen. 


') Kossel u. Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 165. 
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5 ccm verbrauchten 1. 15,70 ccm 10 H,SO, \ Mittel 15,80 ccm, das ist 
2.1590 » Dio » Jf 0,0221 g N, 
Gesamt-N-Gehalt demnach: 4,4240 g. 

Nach meinen friiheren Apalysen enthalt das Hamocyanin 
16,09°/o N, folglich sind 27,49 g Hiamocyanin zersetzt und in 
Anwendung gekommen. 

Die Zersetzungsfliissigkeit wurde nunmehr verdiinnt, mit 
Baryumhydroxyd bis zur schwachsauren Reaktion versetzt, der 
BaSO,-Niederschlag abgenutscht und mehrfach ausgekocht. Filtrat 
und Waschwisser wurden auf 11 gebracht und abermals eine 
Stickstoffbestimmung ausgefihrt. 

5 cem verbrauchten 1. 14,35 com 4/10 H,SO, \ Mittel 14,42 ccm, das ist 
2.1450 >» Dio » f 0,0202 g N. 
Der Gesamtstickstoff betrug also noch 4,0400 g. 

Im Baryumniederschlag sind demnach 0,384 g N, das ist 
Huminstickstoff I, verblieben. 

Von einer Bestimmung des Ammoniakstickstoffs wurde 
abgesehen, da dieselbe mehrfach ausgefiihrt und tibereinstim- 
mende Zahlen ergeben hatte (cf. unter I). 

Die schwach schwefelsaure LOsung wurde deshalb mit 
Magnesiumoxyd im Uberschu8 liingere Zeit auf dem Wasserbad 
in einer offenen Schale erhitzt, bis kein Ammoniak mehr weg- 
ging. Dann wurde mit tberschiissigem Baryumhydroxyd aus- 
gefallt und der Niederschlag abgesaugt und ausgewaschen. Die 
vereinigten Fliissigkeiten wurden mit Schwefelsiure vom Baryum 
befreit und das Baryumsulfat ebenfalls gut ausgekocht. In der 
resultierenden Fliissigkeit, die auf 1 1 konzentriert worden war, 
wurde eine Stickstoffbestimmung gemacht. 

5 ccm davon brauchten 1. 12,55 ccm "/10 H,SO,)\,,.,, 
2.1260 » Dito » ~— 


Die Gesamtstickstoffmenge betrug also noch 3,5196 g. 


1 12,57. 


Nach der unter I stehenden Bestimmung enthiélt das 
Hiimocyanin 0,93°/o Stickstoff in Form von Ammoniak. Die 
angewandten 27,49 g Himocyanin wiirden demnach 0,26 g 
Ammoniakstickstoff geliefert haben. Subtrahiert man diese 
Zahl von 4,0400, der Stickstoffmenge nach Abzug des Humin- 
stickstoffs 1 (d. i. 3,7800) und von letzterer die soeben ge- 
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fundene Stickstoffmenge, so ergibt sich der Huminstick- 
stoff I] = 0,2604 g. 

Die auf diese Weise zur Fallung der Hexonbasen vor- 
bereitete Fliissigkeit wurde nach Kossel mit Silbersulfat und 
Barytwasser gefallt. Der zerlegte Niederschlag und die schlief- 
lich erhaltene Flissigkeit, in der sich Histidin und Arginin be- 
finden konnten, wurde auf 1 1 gebracht und darin der Stick- 
stoff bestimmt. 

20 ccm davon brauchten 14,50 ccm 2/10 H,SO,, das ist 0,0203 g N. 
Gesamtstickstoff auf Histidin und Arginin zu beziehen = 1,0150 g. 

In der Losung wurde hierauf in der bekannten Weise 
durch vorsichtigen Zusatz von Silbernitrat und Barytwasser 
das Histidin abgeschieden. Der Silberniederschlag wurde zer- 
legt und das Histidin nach Kossel!) in 2,5°%oiger schwefel- 
saurer LOsung mit Quecksilbersulfat von neuem gefallt. Nach 
12stiindigem Stehen wurde die Fallung filtriert, mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt und die Lésung nach Vertreiben des Schwefel- 
wasserstoffs auf 500 cem aufgefiillt. 

20 ccm der Lésung brauchten bei der Kjeldahl bestimmung 9.60 ccm 
Nito HySO,, das ist 0,0134 g N. Insgesamt kénnte man also 0,3360 g N 
auf Histidin, das waren 1,24 g Histidin, beziehen. 

Zum exakten Nachweis dieser Hexonbase wurde aus obiger 
Lésung die Schwefelsiure mit Barytwasser entfernt und gleich- 
zeitig in der Hitze Kohlenséure eingeleitet. Nach der Filtration 
wurde bis nahe zur Trockene konzentriert und das dabei ab- 
geschiedene Baryumkarbonat nach Aufnahme des Riickstandes 
mit Wasser abfiltriert. Nachdem das Filtrat jetzt mit tber- 
schiissiger Salzsiiure versetzt worden war, trat bei hinreichender 
Konzentration Kristallisation ein, die Alkoholzusatz vermehrte. 
Es wurde nochmals gelést und gefallt und aus konzentrierter 
Salzséure umkristallisiert, um, nach Kutscher zum Histidin- 
dichlorid zu gelangen. Die Analysen lieferten jedoch selbst bei 
wiederholtem Umkristallisieren keine stimmenden Zahlen. Es 
zeigte sich, daB die Substanz baryumhaltig war. In der Literatur 
gibt Lawrow?) einen analogen Fall an, der auf Existenz eines 
Baryumdoppelsalzes schliefben abt. 

1) Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 39. 

*) Lawrow, Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, 5S. 391. 
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Die siimtlichen Kristallfraktionen und Mutterlaugen wurden 
deshalb vereinigt und mit Silbernitrat von Salzsiure befreit. 
Im Filtrat vom Chlorsilber wurde nunmehr das Histidin nach 
Hedin!) mit Silbernitrat und Ammoniak gefallt. Nach ge- 
nanntem Forscher hat das so dargestellte Histidinsilber nach 
Trocknen bei 100° die Zusammensetzung Ag,C,H,N,O, -+-H,0. 

Angewandte Substanz 0.1732 g, 
Gefunden 0.0958 ¢ Ag, 55,32 °/o Ag, | 
Berechnet fiir (Ag,C,H,N,O, +-H,O) = 55,77 °/o Aggy. 

Histidin ist somit als Spaltungsprodukt des Hamocyanins 
nachgewiesen. Die Ausbeute an reinem Silbersalz betrug nur 
ca. O.4 g, also bei weitem weniger als die obige Kjeldahl- 
bestimmung anzeigte. 

Das Filtrat der urspriinglichen Histidinfallung wurde mit 
Barytwasser im Uberschub versetzt, der ausfallende Nieder- 
schlag zerlegt und in der resultierenden, auf 100 ecem ge- 
brachten Flussigkeit der Stickstoff bestimmt. 

21) cem brauchten 8.30 ecem ®/10 H,SO, = 0,0116 g N. 
Die Gesamtlésung enthielt also == 00,0580 ¢ N. 

Rechnet man diese Zahl auf Arginin um, so witirde dies 
0.1 ¢ Arginin entsprechen. Bei sorgfaltigster Verarbeitung aut 
Arginin (es wurde versucht, das charakteristische, schwerlésliche 
Kupfernitratdoppelsalz darzustellen) lie6b sich jedoch keine Spur 
davon nachweisen. Wie bekannt, ist gerade Arginin am leichtesten 
und sichersten von den drei Hexonbasen zu erkennen. — [ch 
wage trotzdem augenblicklich noch nicht zu behaupten, da das 
Arginin vollig unter den Spaltungsprodukten des Himocyanins 
fehlt. Bisher nimmt man an, da’ das Arginin ein integrierender 
Komplex eines jeden Eiweibmolektils ist und in den meisten 
Fallen unter den drei Hexonbasen der Quantitéit nach iiberwiegt. 
Jedenfalls tritt das Arginin, falls es wirklich noch nachgewiesen 
werden sollte, nur in minimaler Menge unter den Spaltungs- 
produkten auf und weist dem Hiimocyanin schon dadurch eine 
besondere Stelle unter den bekannten EiweiBkorpern an. 

Sobald wieder geniigendes Material zu Gebote steht, denke 


ih auf diese Frage zuruckzukommen. 


'’ Hedin. Diese Zeitschrift. Bd. XXVIII S. 391. 
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Die Abscheidung des Lysins erfolgte in der bekannten 
Weise, zunichst als Phosphorwolframat. Das letztere wurde in 
das sofort sehr schon kristallisierende Pikrat tubergefiihrt, das 
getrocknet 4,54 g wog, was 1,8 g Lysin entspricht. Das Pikrat 
hefB sich als solches sowohl durch seine Kristallform als durch 
seen Schmelzpunkt 230—232° charakterisieren. Ein Teil 
dieses Salzes wurde in das Chiorid iibergefiihrt. letzteres mit 
einer konzentrierten Platinchloridl6sung gemischt und mit abso- 
lutem Alkohol versetzt. Nach 12 Stunden hatte sich Lysin- 
platinchlorid in schon ausgebildeten Kristallen abgeschieden, die 
mit Alkohol gewaschen, dann im Vacuum und schliebBlich bei 


130° getrocknet wurden. Vergl. Drechse!l!) und Siegtried.? 


0.2750 ¢ gaben 0.0956 ¢ Pt. gefunden 34. 


II. Die Aminosauren des Hamocyanins. 


, Lit we ) mur cil tr Pa m1 : me salad wal 
Da j 1} rat des hosphorwoltramsiureniederschlags wurde 
Phosphorwolframsiure befreit und eingeengt. Hierbet kri- 

i 


stallisierten Tyrosin und Leucin aus. Die Menge des ersteren 


iDETNILPallosung 


betrug ca. 5,5 °/o0. Mit Hilfe ammoniakalischer 5 
eelang es ferner, ein Silbersalz abzuscheiden. das bei der Zer- 
leoune durch Schwefelwasserstoff eine Siure lieferte. die sich 
durch Umkristallisieren reinigen lie’. Sie wurde von neuem 
in das Silbersalz verwandelt, von dem bei der Analvys 


O1750 g 0.1024 g Ag gaben, d.i. 58,52 Ag 


vies , ' : ' 
Trotz des etwas zu niearig getunagenen Wertes dirfte es 


> 


keinem Zwei el unterliegen. dab wirklich Glut: 


— 


ninsiure vorlie 
Kine weitere Aufteilung der etwa noch vorhandenen Amino- 


‘juren war wegen des geringen Materials unmoglicl 


IV. Prifung auf eine Kohlehydratgruppe im Hamocyanin 


Dieser orientierende Versuch gab ein negatives Resultat 
Fs standen dazu ea. 20 ¢ Himoevanin zur Vertiigung, die von 
riheren Blutgasanalysen stammten. Da der Eiweibkorper 1 

') Drechsel, Arch. f. Anat. u. Phvs r «Physiol. Al ISY1, 5. 209, 

*) Siegfried, ebenda, S. 272 
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mit der notigen Sorgfalt gereinigt worden war, hatte ein positives 
Resultat nicht beweisend sein kénnen. (Vergl. Anm.) 

Die angegebene Menge Hamocyanin wurde zuniachst in 
300 cem 20°/oiger KaliumhydratlOsung ca. 3 Stunden auf dem 
Wasserbad digeriert. Nach hinreichender Verdiinnung der Fliissig- 
keit wurde der am Boden liegende schwarze Schlamm, der zu 
einem groben Teil aus Kupferoxyd bestand, abfiltriert. Im Filtrat 
fallt beim Neutralisieren ein flockiger Niederschlag aus, der aus- 
gewaschen nur ganz schwach Molischs Reaktion zeigt. Das 
Filtrat, welches vollig klar war, lieferte dagegen die Reaktion 
deutlich. Beim Einengen desselben schieden sich an den Wan- 
dungen der Schale harzige Produkte ab, die positive Furfurol- 
probe zeigten, aber nicht Fehlingsche Loésung reduzierten. Die 
Biuretprobe gaben sie gleichfalls. In mehreren Proben wurde 
diese ca. 2 g wiegende Substanz in 3 und starker prozentiger 
Salzsiiure zu bydrolysieren versucht. In keinem Falle lie& sich 
jedoch hierdurch ein reduzierender Zucker abspalten. 

Anm.: Nach einigen speziellen Versuchen enthalt das Blut von 
Octopus, wenn auch in geringer Menge, ein Fehlingsche Lésung direkt 
reduzierendes Kohlehydrat. Das frische Blut wurde durch Alkoholhitze- 
koagulation von Haimocyanin befreit und das Filtrat eingeengt. Nachdem 
der durch sehr verdiinnte Natronlauge entstehende Niederschlag von 
anorganischen Salzen abfiltriert worden war, reduzierte die Flissigkeit 
deutlich Fehlingsche Lésung. 





Zur Chemie der Vogelblutkerne. 


Von 
D. Ackermann. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Oktober 1904.) 


Die Untersuchungen von Hoppe-Seyler iiber die quan- 
titative Zusammensetzung der roten Blutkérperchen!) gaben 
wohl zuerst in tiberzeugender Weise dem Gedanken Ausdruck, 
dafi ein aus tierischen Zellen zusammengesetztes Gewebe, wenn 
es morphologisch eine in sich gleichartige Beschaffenheit be- 
sitzt, auch in chemischer Hinsicht eine feststehende Zusammen- 
setzung haben mu, wie ein Mineral. Diese Untersuchungen 
bezogen sich zunachst wesentlich auf kernlose Erythrocyten. 
Seitdem nun unsere Vorstellungen iiber die chemischen Be- 
standteile des Zellkerns mehr entwickelt sind, ist der Versuch 
naheliegend, auch diese in die quantitativen Untersuchungen 
der Blutzellen hineinzuziehen und auf diesem Wege unsere 
Kenntnisse tiber die gesetzmabigen Beziehungen, welche zwischen 
den elementaren Bestandteilen der Zelle obwalten, zu erweitern. 

Bekanntlich stellte Plosz?) zuerst fest, daf der in Wasser 
unlésliche Rickstand der Erythrocyten des Vogelbluts die 
chemischen Reaktionen des «Nucleins» darbietet. Dies wurde 
sodann durch A. Kossel) bestatigt, welcher zeigte, daB diese 
Kernmasse, nachdem sie durch Salzséure von allen léslichen 
Stoffen befreit ist, in Natronlauge gelést werden kann und aus 
dieser Losung nicht nur durch Sauren, sondern auch durch 
Barytwasser und Kalkwasser gefallt wird. Die Phosphorbestim- 


') Mediz.-chem. Untersuchungen. Tiibingen, Heft 3, 5S. 386. 

*) Ebenda, Heft 4, S. 461. 

®) Untersuchungen iiber die Nucleine und ihre Spaltungsprodukte. 
Habilitationsschrift. Strafburg 1881. 
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mungen in dieser Substanz gaben aber, da die Reinigungs- 
methoden noch unvollkommene waren, schwankende Werte. 
Die in Wasser unldsliche Kernsubstanz gab die Reaktionen 
der Eiweifstoffe und enthiell 0,4%o 5S. Bald darauf beschrieb 
A. Kossel?) diesen Eiweiikorper naher, indem er feststellte, 
dafi der durch Salzsiiture aus dieser Kernmasse extrahierte 
KOrper basische Eigenschaften besitzt und zu den EiweiBkorpern 
zu zithlen ist. Diese Substanz, von Kossel als «Histon» 
bezeichnet. war der erste Reprisentant einer Koérperklasse, 
welche spiiter in weiter Verbreitung in den Zellkernen auf- 
gefunden wurde. Hiernach miibten in dieser Kernmasse zwei 
Bestandteile vorhanden sein, ein saures, in Salzsiure unl6és- 
liches Prinzip, das «Nuclein», und ein alkalisches, in Salzsiiure 
losliches, das Histon, und zwar beide allem Anschein nach 
durch eine iahniche bindung vereinigt, wie das «Nuclein» 
Mieschers (die «Nucleinsaéure» spiterer Autoren in den Sper- 
matozoen des Lachses mit einer Base, dem Protamin, ver- 
bunden ist. 

Niihere Angaben tiber die Bindungsverhiltnisse existieren 
nicht, auch blieb die Frage nach der Beteiligung einer dritten 
Substanz an dem Aufbau der Kernsubstanz zuniichst noch 
ungelOst. Erst 20 Jahre spater erschien eine kurze Mitteilung 
von J. bang.*) welcher das Verhalten dieses Kernriickstandes 
zu einigen Losungs- und Fillungsmitteln untersuchte und zu 
dem Schlu$S kam, daf die Kernmasse nur aus Histon und 
Nucleinsiiure besteht. 

Nachdem Herr Dr. H. Plenge im hiesigen physiologischen 
Institut ein bequemes Verfahren zur Gewinnung der Kernmasse 
aus dem Vogelblut ausgearbeitet hatte, habe ich die Frage 
nach der Zusammensetzung des Kernriickstands einer quanti- 
tativen Untersuchung unterzogen. Mir standen einige von Herrn 
Dr. Plenge aus Hiihnerblut dargestellte Praparate zur Ver- 
figung. Das Verfahren ist folgendes: 

Das unter Umrihren fibrinfrei gewonnene Blut wird 


'! Diese Zeitschrift, Bd. VILL, S. 512. 
Beitrage z. chem. Physiologie und Pathologie, herausg. v. Hof- 


2 


meister. Bd. dD. S. 319 
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moglichst frisch mit 0,9°/oiger NaCl-Losung verdiinnt und in einer 
+ | fassenden Zentrifuge zentrifugiert. Die abgesetzten blut- 
korperchen werden noch einmal mit 0,9°/oiger NaCl-Lésung auf- 
geschwemmt und zentrifugiert. 

Die gewaschenen BlutkOrperchen werden je nach der 
Menge in 1 oder 2 Scheidetrichtern von je 21 Inhalt einge- 
bracht und in jedem mit 1500 cem Wasser von 40° C. unter 
Umschiitteln gelost. Nach einiger Zeit wird zu je 1500 ccm 
Wasser 5OO cem NaCl-Loésung von 3,6°/o hinzugefiigt und dann 
zentrifugiert. Die abgesetzten Kernmassen werden von neuem 
in einem Scheidetrichter in 1500 cem Wasser von 40° unter 
Umschtitteln suspendiert und nach Hinzufigen von 500 cem 
NaCl-Losung von 3,6°/o wiederum zentrifugiert. 

Dies Vorgehen wird so oft wiederhoit, bis die Masse ein 
farblos glasiges Aussehen ohne rote Streifen hat und an die 
Kochsalzlésung keinen Blutfarbstoff mehr abgibt. Dann wird 


die Kernmasse wiederum in Wasser zum Aufquellen gebracht 
und mit dem doppelten Volumen Alkohol zur Schrumpfung ge- 
bracht. zentrifugiert, in 96°/oigen Alkohol gebracht. abgesaugt. 
noch einmal mit 96°/o1gem Alkohol verrieben und abgesaugt, 
dann in absolutem Alkohol und darauf in Ather getrocknet 
und abvesaugt. 
Die ganzen Manipulationen diirfen bis zum Einbringen 
Atkohol nicht mehr als 3 Tage in Anspruch nehmen. Es 
empfiehlt sich, die Kernmassen nachts tiber nicht mit Wasser 
allein, sondern nach Zufiigung der NaCl-Loésung an einem 
kitten Platze aufzubewahren. » 
Zur Entfernung des Lecithins, Cholesterins und dhnilicher 
Beimengzunven koehte ich die Substanz zunichst mit Alkohol 
o.ange dies Extraktionsmittel noch bemerkenswerte Mengen 
alfnahm. Ich bestimmte zuniichst den Stickstotfh und den 
Phosphor in der tiber Schwefelsaure bei 60—70° im Vacuum 
bis zur Gewichtskonstanz getrockneten Kernmasse. Die Phosphor- 
bestimmungen wurden nach der Methode von A. Neumann 
fiihrt, naehdem die Substanz nach der Angabe desselben 
Kuitors auf feuchtem Wege verascht war. Zur Feststellung 
Stickstoffeehalts diente die Kjeldahlisehe Methode. 


D. Ackermann, 


Bei der Analyse der gesamten Kernmasse erhielt ich fol- 
gende Werte: 


I. 0.2605 g erfordern 18,5 ccm 4/: Natronlauge, woraus sich ergeben 3,93°/o P. 


I]. 0,2624 » ’ 186 » De | » > > >» 3,92°o » 
I. 0,1780 » 21.8 » 4/10 Oxalsdure, > > >» 17,20°0N. 
I], 0,2450 » F 30,15 >» D109 > > » >» —17,20°/o » 


Die bisher analysierten Nucleinséuren verschiedenen Ur- 
sprungs haben mit wenigen Ausnahmen einen Phosphorgehalt 
von 9—10°/o und einen Stickstoffgehalt von 15—16°/o ergeben. 
Man wird also mit einiger Wahrscheinlichkeit auch fiir die in 
den Erythrocyten des Vogelbluts vorhandene Nucleinsdure eine 
aihnliche Zusammensetzung annehmen diirfen. Legt man die 
von Kostytschew im hiesigen Institut fiir die Thymonuclein- 
siiure ermittelten Werte von 9,25°/o P der Berechnung zugrunde, 
so ergibt sich aus dem Phosphorgehalt der Kernmasse, dah 
100 g der trockenen Kernsubstanz 42,16 g Nucleinséure ent- 
halten. Da die Nucleinsiiure Kostytschews 15,55°/o N ent- 
hielt, so wiirden 42,16 g Nucleinsiure 6,55 g Stickstoff enthalten. 
Von den 17,2°/o N, welche in der trockenen Kernsubstanz 
enthalten sind, wiirden somit 6,55°/o auf die Nucleinséure ent- 
fallen. Nimmt man an, da8 die iibrigen 10,65°/o Stickstoff im 
Histon enthalten sind, so ergibt sich, da der Stickstoffgehalt 
des Histons 18,3°/0 betriagt, ein Histongehalt der Kerne von 
57,82°/o. Die so berechneten Werte fiir Nucleinséure und 
Histon ergiinzen sich ungefahr zu 100: 





42.10°%/o Nucleinsaure 
57,82°/o Histon 


99,92 °/ 


Durch dieses Zahlenverhiltnis gewinnt die obige An- 
nahme an Wahrscheinlichkeit, jedoch bedarf diese Auffassung 
der Bestatigung durch weitere Versuche, die nach Beschaffung 
von geniigendem Material angestellt werden sollen. 

Wiire zwischen der Nucleinsiure und dem Histon eine 
«salzartige» Bindung vorhanden, so kénnte man erwarten, dah 
die Kernsubstanz durch Extraktion mit Salzséure glatt in un- 
ldsliche Nucleinsaéure und lésliches Histonchlorhydrat zu zer- 
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legen sei. Ich habe derartige Versuche unternommen, doch hat 
sich hierbei kein Nucleinsaéureriickstand mit dem oben ange- 
nommenen typischen Phosphorgehalt dar stellen lassen. 

Die Versuche wurden in der Weise ausgefiihrt, daB die 
mit Alkohol und Ather erschépfte Kernsubstanz mit Salzsiiure 
von 19/9 extrahiert wurde, bis das Filtrat, mit itiberschiissigem 
Kochsalz geschiittelt, keinen Niederschlag mehr erkennen lief. 
Hierbei geht keine nach Veraschung mit Soda und Salpeter 
nachweisbare Phosphorsaure in das Filtrat tiber. Das Gewicht 
des Riickstandes betrug 46,1°/o der urspriinglichen Kernsubstanz, 
wahrend es nach obiger Annahme 42,16°/o betragen sollte. 
Der Phosphorgehalt des Riickstandes war geringer, als dem 
Durchschnitt der Nucleinsaureanalysen entsprach. 

Praparat I. 


0,1076 g erfordern 15,5 ccm 2/2 Natronlauge, woraus sich ergeben 7,99 °/o P. 
0,1005 » > 10,0 » /10 Oxalsaure, > > > 13,97 jo N. 


Praparat II. 


0,1132 g erfordern 15,7 ccm ®/2 Natronlauge, woraus sich ergeben 7,70 °/o P 
0,1027 » > 14,1 >» Nje > > > > 7,79 Jo » 
0,1007 » > 10,9 » /10 Oxalsiure, > » > 15,24 °%o N. 
0,1013 » > 10,6 » Mio > > > > 14,75 °/o » 


Zur Erklarung dieser Zahlen wird man wohl anzunehmen 
haben, daB eine geringe Menge eiweifartiger Substanz (Histon ?) 
mit der Nucleinsaiure zuriickgeblieben ist. Da die Kernmasse 
fein zerteilt war, ist ein mechanischer Ejnschlub nicht anzu- 
nehmen, es ist viel wahrscheinlicher, dai ein kleiner Teil des 
Histons (oder eines anderen Eiweibkorpers) in starkerer, nicht 
durch 1°/oige Salzsaure unter den gegebenen Bedingungen 
zersetzbarer Verbindung zuriickgeblieben ist. Eine ihnliche 
Erscheinung ist in den Spermakopfen des Lachses zu beobachten. 
Auch hier ist eine Vereinigung der Nucleinséure mit einem 
basischen Eiweiikérper, dem Salmin, vorhanden, welche nach 
Miescher-Schmiedeberg durch Salzsiéure nicht vollkommen 
gelost wird. Die Spermakodpfe enthalten nach Miescher- 
Schmiedeberg 60,50°/o Nucleinsiéure und 35,56°/o Protamin, ') 





‘) Archiv f. experimentelle Pathologie und Pharmakologie, Bd. 37, 
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davon ist nur 19,78°/o Protamin durch Salzséure direkt extra- 
hierbar. In den Kernen der Erythrocyten ist der in Salzsaure 
lOsliche Anteil des basischen Eiweifkorpers ein viel grOferer, 
sodafs nur ein sehr geringer Breuchteil desselben bei der Nuclein- 
siure zuruckbleibt. 

Herrn Professor Kossel, der das Thema stellte und mich 
bei der Ausarbeitung sehr unterstiitzte, spreche ich meinen 
ergebensten Dank aus. 











Die Pikrolonate einiger physiologisch wichtiger Verbindungen. 
Von 
J. Otori (Tokio). 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Oktober 1904.) 


Durch Knorr und Mathes!) ist gezeiot worden, dali die 
Pikrolonsdure in viel hoherem Mabe als die Pikrinsiure zur 
Charakterisierung organischer Basen (namentlich der Fettreihe) 
geeignet ist. In der physiologischen Chemie hat man von der 
Pikrolonsiiure auffallend spit Gebrauch zu machen begonnen. 
Es ist Steudel?) gewesen, der sie zuerst mit Histidin und 
Arginin verbunden hat. Er erhielt sehr schwer ldsliche Ver- 
bindungen des Histidins und Arginins mit Pikrolonséure, die 
wohl geeignet sind, eine leichte Abtrennung jener physiologisch 
auBerordentlich wichtigen Koérper von anderen Substanzen zu 
ermodglichen. Sie geben auch eine gule Handhabe, um die aus 
hydrolytisch gespaltenen kiweiSstoffen gewonnenen Histidin- und 
Argininfraktionen weiter aufzuteilen. 

Ich habe nun versucht, noch eine Anzahl anderer Korper, 
die fiir den Physiologen von Interesse sind, mit Pikrolonsiiure 
zu verkuppeln. Namentlich habe ich zu meinen Versuchen 
Korper gewiihlt, die durch die Arbeiten Briegers 4) unter dem 
Namen «Ptomaine» bekannt geworden sind. Man hatte friiher 
auf die grundlegenden Arbeiten Briegers hin angenommen, 
daB die Ptomaine aussehlieSlich unter der Einwirkung von 


') Ber. der deutsch. chem. Ges., Bd. 32, S. 732 
Annalen, bd. 301, S. 1; Bd. 307, S. 171; Bd. 315, S. 104. 
?) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIL, S. 219. 
5) Die Ptomaine, Berlin 1885—1886. 


736; Liebigs 
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Bakterien hauptsachlich aus Eiweifstoffen, Lecithin oder lecithin- 
artigen Korpern sich bilden. In letzter Zeit aber zeigt sich 
mehr und mehr, wie eine betrichtliche Anzahl der Ptomaine 
bei Ausschlufi der Faulnis durch tierische Enzyme entstehen 
kénnen. So sehen wir das Cadaverin und Putrescin reich- 
lich bei der Pepsinverdauung auftreten. Bei der Autolyse 
des Pankreas bildet sich Cholin. Diese Erscheinungen machen 
wahrscheinlich, daB ein Teil der von Brieger entdeckten 
«Faulnisalkaloide» nicht lediglich Faulnisvorgangen seine Bildung 
verdankt, sondern Vorgiingen, wie sie sich auch bei der Auto- 
digestion der Organe abspielen. Aus diesem Grunde miissen 
die Ptomaine fiir den Physiologen an Interesse gewinnen und 
es wird wiinschenswert sein, Verbindungen derselben zu er- 
halten, die ihre schnelle Identifizierung gestatten. Da die Pikro- 
lonate meist scharfe Schmelz- oder Zersetzungspunkte besitzen, 
sind sie hierzu besonders geeignet. Ich habe nun folgende 
Korper mit Pikrolonséure verbunden: 

1. Pentamethylendiamin, 2. Tetramethylendiamin, 3. Me- 
thylamin, 4. Dimethylamin, 5. Trimethylamin, 6. Athylamin, 
7. Diaithylamin, 8. Triiithylamin, 9. Betain, 10. Cholin, 11. Neurin, 
12. Lysin. 

Die Eigenschaften der erhaltenen Verbindungen gebe ich 
im nachstehenden. 


1. Pentamethylendiamin. 


2 ccm Pentamethylendiamin wurden mit einigen Kubik- 
zentimetern verdiinnter Salzsiure versetzt und auf dem Wasser- 
bade zur Trockne eingedampft. Hiernach wurde das Salz in wenig 
Alkohol aufgelést und mit konzentrierter alkoholischer Pikrolon- 
siurelésung gefillt, bis es keinen Niederschlag mehr gab. Kin 
Teil des Niederschlages kam sofort in feinen gelben Nadeln 
und Tiafelchen, die Hauptmasse desselben kristallisierte aber 
ganz langsam aus. Nachdem ich etwas iiberschiissige Pikrolon- 
siure zugesetzt hatte, lieB ich die Fliissigkeit 24 Stunden stehen. 
Der abgesaugte Niederschlag wurde einigemal mit Alkohol nach- 
gewaschen und einmal aus heiBem Wasser umkristallisiert. 
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Das analysenreine Praparat besteht aus feinen Nadeln und 
Tafelchen von orangegelber Farbe. 

Die N-bestimmungen nach Dumas ergaben folgenden 
Wert: 


1. 0,2038 g Substanz gaben 38,9 ccm N; T. = 12° C.; Ba = 761 mm. 
Daraus berechnen sich 22,51°/o N. 

2. 0,1981 g Substanz lieferten 37,8 ccm N; T. = 10° C.; Ba = 753 mm. 
Daraus berechnen sich 22,41°/0 N. 


C,H, 9(NH,),- 2 C,,H,N,O, verlangt: 22,15°%o N. 


Bei langsamem Erhitzen im Schmelzrohrehen begann dieses 
Pikrolonat gegen 220° C. sich zu briiunen, nachher wurde es 
ganz schwarz und zersetzte sich scharf bei 250° C, 

Was die Loslichkeit dieser Verbindung betrifft, so er- 
geben sich folgende Zahlen: 

1 Teil dieser Verbindung léste sich in 7575 Teilen kaltem 
(16° C.) und in 357 Teilen siedendem Wasser. Etwas ldslicher 
ist diese Substanz im Alkohol, namlich 1 Teil loste sich in 
5952 Teilen kaltem und in 475 Teilen siedendem Alkohol. 

2 ccm Pentamethylendiamin wurden mit wenig Wasser ver- 
diinnt und Kohlensiiure eingeleitet, bis die Fliissigkeit schwach 
basisch reagierte. Darauf versetzte ich die Fliissigkeit mit ge- 
sattigter wiisseriger Pikrolonséureldsung. Es kam _ sofort ein 
reichlicher gelber Niederschlag. Der Niederschlag wurde nach 
24 Stunden scharf abgesaugt und mit Alkohol nachgewaschen. 
Nach einmaliger Umkristallisation aus Wasser wurde das Pikro- 
lonat der Analyse unterworfen. 


1. 0.2044 g Substanz gaben 39 ccm N; T. = 11° C.; Ba = 753,5 mm. 
Daraus berechnen sich 22,38°/o N. 
2. 0,1906 g Substanz gaben 36,8 ccm N; T. = 11° C.; Ba = 753 mm. 


Daraus berechnet man 22,61°/o N. 
CH, .(NH,),:2C,,H,N,O, verlangt: 22,15°/o N. 


Der Zersetzungspunkt lag bei 250° C. beim langsamen 
Erhitzen. Die Léslichkeit dieser aus dem Karbonat gewonnenen 
Verbindung ist merkwiirdigerweise etwas anders wie die des 
Pikrolonates aus der Salzsaiureverbindung. 






Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIII. 20 
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2. Tetramethylendiamin. 


Salzsaures Tetramethylendiamin wurde wie das Penta- 
methylendiamin behandelt. Das Pikrolonat kam aber dabei sofort 
als gelber Niederschlag, der aus feinen Nadeln bestand. Es 
wurde einmal aus heifem Wasser umkristallisiert und analysiert. 

Die Analysen gaben folgende Zahlen: 

1. 0.1444 g Substanz gaben 28,2 ccm N; T. = 10° C.; Ba = 751 mm. 
Daraus berechnen sich 22,81°%o N. 
2. 0.1094 g Substanz gaben 30,8 ccm N; T. = 10° C.; Ba = 750 mm. 
Daraus berechnen sich 22,58°/o N. 
C,H,(NH,), - 2 C,,H,N,O, verlangt: 22,72°/o N. 

Die Loéslichkeit dieses Pikrolonates ist sehr gering, sowohl 
in Wasser, als auch in Alkohol. 

1 Teil loste sich in 13157 Teilen kaltem und in 653 
Teilen siedendem Wasser. 

1 Teil ist lOslich in 17857 Teilen kaltem und in 954 
Teilen siedendem Alkohol. 

Beim langsamen Erhitzen im Schmelzrohrchen zersetzte 
es sich vollstaéndig bei 263° C. nach vorheriger Briiunung. 


3. Methylamin. 


Kinige Kubikzentimeter Methylaminl6sung wurden mit 
wenig Wasser verdiinnt und Kohlensaéure eingeleitet, bis das 
Gemisch schwach basisch reagierte. Danach wurde dieses 
Gemisch mit gesiittigter wasseriger PikrolonséurelOsung  ver- 
setzt, dabei kam sofort nur ein geringer Niederschlag. Im Lauf 
von 24 Stunden schied sich ein Niederschlag von ansehnlicher 
Menge aus. Der ausgeschiedene Niederschlag wurde scharf ab- 
gesaugt und einigemal mit wenig Alkohol nachgewaschen und 
aus Wasser umbkristallisiert. Die Kristalle bestehen aus ganz 
feinen blafgelben Nadeln. 

Die Analysen ergaben folgende Werte: 

1. 0.1584 g Substanz gaben 32.2 com N; T. = 12,5° C.; Ba = 742.5 mm. 
Daraus berechnen sich 23,25°/o N. 
2. 0,1568 g Substanz gaben 31,6 ccm N; T. = 13° C.; Ba = 742 mm. 
Daraus berechnen sich 22,97°o N. 
CH,(NH,) - 2 C,,H,N,O, verlangt: 22,54° jo N. 
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Der Zersetzungspunkt lag bei 244° C. 

Die Loslichkeit des Methylaminpikrolonates ist weit gréBer 
als die des Pentamethylendiamin- und Tetramethylendiamin- 
pikrolonats. 

1 Teil dieser Substanz liste sich in 1073 Teilen kaltem 
und in 369 Teilen siedendem Wasser. 

1 Teil dieser Substanz léste sich in 4717 Teilen kaltem 
und in 133 Teilen siedendem Alkohol. 


yA 


4. Dimethylamin. 


Das Dimethylamin wurde wie das Methylamin behandelt. 
Das Pikrolonat schied sich aus Wasser ganz langsam aus. Es 
besteht aus hellgelben feinen Nadeln. Die analysenreine Substanz 
wurde nach einmaliger Umkristallisation aus Wasser gewonnen. 
Die Analysen ergaben folgendes: 


|. 0.1562 g Substanz gaben 30,2 cem N.; T. = 10,5° C.; Ba = 749,5 mm. 
Daraus berechnen sich 22,52°/o N. 

2. 0.1598 ¢ Substanz gaben 30,8 ccm N; T. = 10,89 C.: Ba = 749 mm. 
Daraus berechnen sich 22,53°%o N. 


(CH,),NH - C,,H,N,O, verlangt: 22,65°/o N. 

Der Zersetzungspunkt lag bei 222° C. beim langsamen 
Erhitzen. 

Dieses Pikrolonat ist im Wasser und im Alkohol ziem- 
lich leicht ld6slich. 

1 Teil Substanz léste sich in 764 Teilen kaltem und in 
33 Teilen siedendem Wasser. 

1 Teil léste sich in 853 Teilen kaltem und in 38 Teilen 
heiBem Alkohol. 


5. Trimethylamin. 


Das Pikrolonat dieser Base wurde bereits von Knorr 
und Mathes!) dargestellt und beschrieben. Ich habe einige 
Kubikzentimeter 33°/ciger Losung dieser Base mit wenig Wasser 
verdinnt und Kohlensaéure eingeleitet. Nach der Zugabe ge- 
sittigter wasseriger Pikrolonsaéure schied sich sofort das Pikro- 


') Berichte der deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. 32, S. 741. 
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lonat in schénen hellgelben Kristallchen aus. Es _ kristallisiert 
in feinen rhombischen Tafelchen. 
Ich lasse hier das Resultat der Analyse folgen: 
0.1872 g Substanz lieferten 36,4 com .N; T. = 19° C.; Ba = 753 mm. 
Daraus berechnen sich 21,90°/o N. 
(CH,),N - C,,H,N,O, verlangt: 21,67°Jo N. 


a 
= 


Der Zersetzungspunkt lag bei 250—252° C. nach vor- 
vorheriger Briunung der Substanz. Er stimmte genau mit dem 
von Knorr und Mathes!) angegebenen. 

Die Loslichkeit dieser Substanz im Wasser und im AI- 
kohol zeigt sich in folgenden Zahlen: 

1 Teil léste sich in 1121 Teilen kaltem und in 166 
Teilen siedendem Wasser. 

1 Teil lOste sich in 794 Teilen kaltem und in 223 Teilen 
heiBem Alkohol. 


6. Athylamin. 


Das Pikrolonat wurde wie die vorhergehenden gewonnen. 
Es stellt feine Tafelchen von blaBgelber Farbe dar. Ein Teil 
des Pikrolonates schied sich sofort nach Zugabe der wiisserigen 
Pikrolonsiiure aus, aber die Hauptmasse kristallisierte ganz 
langsam im Lauf von 24 Stunden aus. Es wurde einmal aus 
heiBem Wasser umkristallisiert und der Analyse unterworfen. 
Die Analyse ergab folgende Zahlen: 

0.1476 g Substanz gaben 29.2 ecm N; T. = 14,5° C.; Ba = 747 mm. 
Daraus berechnen sich 22,49°%o N. 
C,H,NH,(C,,H,N,O,) verlangt: 22,65°/o N. 

Bei langsamem Erhitzen im Schmelzrdhrchen zersetzte 
sich dieses Pikrolonat ganz glatt bei 244° C. Gegen 220° C. 
wurde es dunkelbraun. 

Die Loslichkeit dieser Substanz zeigen folgende Zahlen: 

1 Teil loste sich in 3846 Teilen kaltem und in 93 Teilen 
kochendem Wasser. 

1 Teil loste sich in 1700 Teilen kaltem und in 76 Teilen 
siedendem Alkohol. 


‘) Berichte d. deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. 32, S. 741. 
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7. Diathylamin. 


Das Diathylamin wurde wie das Pentamethylendiamin 
behandelt. 

Das Pikrolonat, welches man nach der Neutralisation des 
Diaithylamins mit Salzsiure durch Versetzen mit alkoholischer 
Pikrolonsaure sofort als blabgelben Niederschlag gewann, wurde 
nach einmaliger Umkristallisation analysiert. 

Die Analysen ergaben folgende Zahlen: 

1. 0.1750 g Substanz gaben 31 ccm N; T. = 14° C.; Ba = 745.5 mm. 
Daraus berechnen sich 20,66°/o N. 
2. 91484 ¢ Substanz gaben 26,3 ccm N; T. = 14,5° C.; Ba = 741 mm. 
Daraus berechnen sich 20,51°/o N. 
(C,H;),NH - C,,H,N,O, verlangt: 20,77°/o N. 

Der Zersetzungspunkt lag bei 260° C. 

Die Loslichkeit dieser Substanz zeigen folgende Zahlen: 

1 Teil ldste sich in 3788 Teilen kaltem und in 402 Teilen 
siedendem Wasser. 

t Teil léste sich in 2941 Teilen kaltem und in 213 Teilen 
heiiem Alkohol. 

Das Priaparat, das ich nach der Neutralisation des Diathyl- 
amins mit Kohlensiiure bekam, wurde auch der Analyse unter- 
worfen. 


1. 0.1886 g Substanz gaben 32,8 ccm N; T. = 14° C.; Ba = 748 mm. 
Daraus berechnen sich 20,36°/o N, 
2. 0.1708 g Substanz gaben 30,6 ccm N; T. 14° C.; Ba = 750 mm. 


Daraus berechnen sich 20.57°/0 N, 
Fiir (C,H,),NH - C,,H,N,O, = 20,77°/o N. 


Der Zersetzungspunkt lag ebenfalls bei 260° C. 

Das Verhiltnis der Léslichkeit in Wasser und in Alkohol 
ist etwas anders wie das des ersten Priiparates. Es war 
leichter léslich als das erste. 

1 Teil ist in 1984 Teilen kaltem und in 276 Teilen 
siedendem Wasser loslich. 

1 Teil ist in 2193 Teilen kaltem und in 297 Teilen 
siedendem Alkohol léslich. 
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8. Triathylamin. 


Vom Triéthylamin wurde die 30°/oige Losung mit wenig 
Wasser verdiinnt und mit Kohlensiure neutralisiert. Nach dem Ver- 
setzen mit gesiittigter wisseriger Pikrolonsiurelésung schieden sich 
ganz langsam grofe rosettenartige Kristalle ab. Nach 48 Stunden 
wurden die ausgeschiedenen Kristalle scharf abgesaugt und aus 
Wasser umkristallisiert. Die Farbe war zuerst dunkelgelb, aber 
nach der Umkristallisation wurde sie zeisiggelb. Das analysen- 
reine Priaparat gab folgenden Wert an N-Gehalt: 

1. 0.1616 g Substanz gaben 27 ccm N; T. — 11° C.; Ba = 747 mm. 
Daraus berechnet man 19,16°/o N. 
2. 0,1526 g Substanz gaben 25,6 ccm N; T. = 11° C.; Ba = 749 mm. 
Daraus berechnen sich 19,20°/o N. 
Fiir (CH,),N + C,,H,N,O, berechnen sich 19,17°/o N. 

Der Zersetzungspunkt lag bei 160° C. mit vorheriger 
Briitunung der Substanz. 

Die Loslichkeit dieses Pikrolonats zeigen die folgenden 
Zahlen: 

1 Teil loste sich in 536 Teilen kaltem und 63 Teilen 
siedendem Wasser. 

1 Teil loste sich in 494 Teilen kaltem und 8&7 Teilen 
siedendem Alkohol. 


9. Betain. 


Zum 1. Versuche wurde Betainchlorid in wenig Alkohol 
gel6st und mit konzentrierter alkoholischer Pikrolonséure ver- 
setzt. Es schieden sich langsam feine Nadeln aus, die nach 
mehreren Stunden abgesaugt wurden. Nach der Umkristalli- 
sation aus heifem Wasser wurde das Pikrolonat analysiert. 

1. 0.1500 g Substanz gaben 24,3 ccm N; T. = 14° C.; Ba = 748,5 mm. 
Daraus berechnen sich 18,40°/o N. 

2. 0,1514 g Substanz gaben 24,6 ccm N; T. = 14° C,; Ba = 751 mm. 
Daraus berechnen sich 18,53°/o N. 
(CH,),CH,COOHN - C,,H;N,O, verlangt: 18,37 °/o N. 

Der Zersetzungspunkt lag bei 200° C. 

Das Betainpikrolonat besteht aus feinen Nadeln von blab- 
gelber Farbe: es léste sich leicht im Alkohol und im Wasser. 
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Kinige Gramme der freien Base wurden in Wasser gelist. 
Nach der Sattigung mit Kohlensiure wurde sie mit gesittigter 
wisseriger Pikrolonsaure versetzt, dabei schieden sich langsam 
ganz feine Nadeln von blafgelber Farbe aus. Es wurde ab- 
filtriert und umkristallisiert. 

Die Analysen ergaben sich wie folgt: 


1. 0,1548 g Substanz gaben 24,6 ccm N; T. = 11,5° C.; Ba = 748 mm. 
Daraus berechnen sich 18,31 °/o N. 
2. 0,1496 g Substanz gaben 24 ccm N; T. = 13° C.; Ba 748 mm. 


Daraus berechnen sich 18,32°/o N. 
Fiir Betainpikrolonat berechnet man 18,37°/o N. 


Der Zersetzungspunkt lag bei 192° C. 


10. Cholin. 


{s wurden einige Gramm von Cholinchlorid in wenig 
Alkohol gelost und mit konzentrierter alkoholischer Pikrolon- 
siure versetzt. Dabei fiel sofort das Pikrolonat als volumindser 
flockiger Niederschlag aus. Cholinpikrolonat ist auf erst leicht 
ldslich im Wasser und ziemlich leicht loslich im Alkohol. Nach 
der Umkristallisation aus Wasser wurde das Pikrolonat analysiert. 

Die Analysen ergaben folgende Zahlen: 

1. 0,1006 g bei 130° C. im Vacuum getrockneter Substanz gaben 
17,5 ccm N; T. = 14° C.; Ba = 733 mm. 

Daraus berechnen sich 19,12°/o N. 
2. 0,1128 g bei 130° C. im Vacuum getrockneter Substanz gaben 
20 com N; T. = 145° C.; Ba = 731 mm. 
Daraus berechnen sich 19,48°o N. 
Fiir (CH NL =n 
C,,H,N,0, 


3. 0,2090 g lufttrockener Substanz verlieren bei 130° C. im Vacuum 
0,009 g H,O. 


berechnen sich 19.07°/o N. 


Danach enthalt die Substanz 4,7°o H,0. 


/ GH,CH,OH 
Fir (CH,),NC -+- H,O berechnen sich 4,4° 0 H,O. 
‘Cy oH,N,O, 
4. 0,1066 g lufttrockener Substanz gaben 18 ccm N; T. = 14,5° C.; 


Ba == 729 mm. 
Daraus berechnen sich 18,43°) N. 
Obige Formel verlangt: 18,18°/o N. 
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Das Cholinpikrolonat enthalt also ein Molekiil Kristall- 
wasser. 

Der Schmelzpunkt lag bei 158° C. mit vorheriger Braéunung, 
der Zersetzungspunkt bei 241 —245° C. 


11. Neurin. 


Ich habe wiasseriges 30°/oiges Neurin (Merck) zur Unter- 
suchung benutzt. Es wurde in Form des salzsauren Neurins mit 
alkoholischer, in Form des kohlensauren Neurins mit wasseriger 
Pikrolonséiure ausgefillt. Die aus Wasser umkristallisierten 
Pikrolonate wurden der Analyse unterworfen. 


I. Pikrolonat aus salzsaurem Neurin gewonnen: 


1. O,1861 g Substanz gaben 35,2 ccm N; T. = 11° C.; Ba = 751 mm. 
Daraus berechnen sich 22,07°)0 N. 
2. 0,1386 g Substanz gaben 26,8 ccm N; T. = 12° C.; Ba = 748 mm. 


Daraus berechnen sich 22,25°%o N. 
3. 0,0986 g Substanz gaben 0,1754 g CO, und 0,0458 g H,O. 
Daraus berechnen sich 48,51°/o C. und 5,2°/o H. 
Der Zersetzungspunkt lag bei 233° C. Die Verbindung 
war in Wasser und Alkohol schwer ldslich. 


I]. Pikrolonat aus kohlensaurem Neurin gewonnen. 


1. 0,1099 g Substanz gaben 21,3 ccm N; T. 12° C.; Ba = 737 mm. 
Daraus berechnen sich 21,83°%o N. 
2. 0,1113 g Substanz gaben 21,6 ccm N; T. = 12° C.; Ba = 738 mm 


Daraus berechnen sich 21,90°%o N. 
3. 0.0822 g Substanz gaben 0,143 g CO, und 0,038 g H,O. 
Daraus berechnen sich 47,44°/o C und 5,17°/o H. 
Dem Neurinpikrolonat kommt wahrscheinlich eine ahnliche 
Formel zu, wie dem nahe verwandten Cholinpikrolonat. Die Forme! 


HCH, 
(CH,)s— N : 
C,,H,N,O, 


verlangt jedoch 20,05°/o N, 51,57°/o C, 5,44°/o H. 

Von diesen Zahlen weichen die bei der Analyse erhaltenen 
stark ab, die Ursache ist jedenfalls darin zu suchen, daf das 
benutzte Handelspriiparat nicht rein war. 
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12. Lysin. 


Die wasserige Lésung von Lysinkarbonat wurde mit 
alkoholischer Pikrolonsaéure versetzt. Die ausgefallene Ver- 
bindung wurde aus Wasser umkristallisiert. Die analysenreine 
Substanz gab folgende Zahlen: 

1. 0.1306 g Substanz gaben 23,2 ccm N; T. = 11,7° C.; Ba = 744 mm. 
Daraus berechnen sich 20,29°%/o N. 
2. 0,1328 g Substanz gaben 23,3 ccm N; T. = 12° C.; Ba = 746,5 mm. 
Daraus berechnet man 20,07°%o N. 
Fir C,H,,.N,O,-C,,H,N,O, berechnen sich 20,48°/o N. 

Das Lysinpikrolonat ist ganz leicht léslich in Wasser, 
weniger leicht lOslich in Alkohol. 

Der Zersetzungspunkt lag von 246—252° C. 


























Uber das Verhalten des Cholesterins gegen das Licht. 
Von 


E. Schulze und E. Winterstein. 


(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. November 1904.) 


Daf zu den Substanzen, die durch das Sonnenlicht lang- 
sam verindert werden, auch das gewohnliche tierische Chol- 
esterin gehort, war friiher, so viel wir wissen, nicht bekannt. 
Eine dahingehende Beobachtung wurde schon vor mehreren 
Jahren in unserem Laboratorium gemacht.') Zwei von E. Schulze 
vor etwa 25 Jahren aus Gallensteinen und aus Wollfett dar- 
gestellte Cholesterinpriiparate, die in mit GlasstOpseln ver- 
schlossenen Gliisern sich befanden und, ohne vor dem Licht 
geschiitzt zu sein, in einem Schrank aufgestellt waren, hatten 
sich im Laufe der Jahre an der dem Licht zugekehrten Seite 
der Priiparatengliiser nach und nach gelb gefarbt; da der Inhalt 
der Gliiser von Zeit zu Zeit umgeschiittelt wurde, so hatte sich 
die Gelbfiirbung schlieBlich auf die ganzen Priparate verbreitet. 
Als diese Priiparate spiiter fiir einen Versuch verwendet werden 
sollten und vor der Verwendung auf ihre Beschaffenheit unter- 
sucht wurden, zeigte sich, daf ihr Schmelzpunkt sich sehr 
bedeutend erniedrigt hatte. Das Schmelzen begann schon bei 
einer unter 100° liegenden Temperatur. Beim Umkristallisieren 
dieser Priiparate aus Weingeist blieb, nach mdoglichst voll- 
stindigem Auskristalilisieren des Cholesterins, eine Mutterlauge 
iibrig, die beim Verdunsten eine braunlichgelbe, in kaltem 
Alkohol gréBtenteils lésliche Masse lieferte. 

Diese Beobachtungen veranlaBbten uns zur Anstellung einiger 
Versuche. Wir brachten einen Teil eines anscheinend sehr 


') Eine kurze Mitteilung tiber dieselben wurde von E. Ritter 
(Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 480) gemacht. 
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reinen, aus weifen glanzenden Bliittchen bestehenden Cholesterin- 
praparates,') dessen Schmelzpunkt bei 146,5° lag, zwischen zwei 
gut aufeinander passende, durch eine Klammer zusammen- 
gehaltene Uhrgliser, befestigten die Klammer in einem Stativ 
und stellten diese Vorrichtung an einem nach Siiden gerichteten 
Fenster unseres Instituts so auf, daB das Cholesterin moéglichst 
stark belichtet war. Als wir nach Verlauf von ungefiihr zwei 
Jahren das Cholesterin wieder untersuchten, zeigte sich, daB 
dasselbe sich nicht nur gelblich gefarbt hatte, sondern auch 
einen niedrigeren Schmelzpunkt als friiher besaB; das Schmelzen 
begann schon bei 115° und war bei 137° vollstindig. Nach- 
dem wir das gleiche Priiparat noch 4 Monate linger einer 
moglichst starken Belichtung ausgesetzt hatten, war eine noch 
stiirkere Verinderung seines Schmelzpunktes zu konstatieren,. 
Schon bei 108° begann nun das Praparat zusammenzusintern, 
indem zugleich an einzelnen Stellen kleine Tropfen auftraten ; 
bel 115° flo& die Masse zusammen und war bei 135° voll- 
stindig geschmolzen und durchsichtig. 

Diese Beobachtungen zeigen, dafi wihrend der langen 
Belichtung das Cholesterinpriiparat eine Anderung in seinen 
Kigenschaften erfahren hatte. Ein Beweis dafiir wurde auch, wie 
aus den nachfolgenden Angaben hervorgeht, durch das Verhalten 
des belichteten Cholesterins gegen einige Reagentien geliefert. 

a) Verhalten gegen Essigsaureanhydrid und 
Schwefelséure. Als eine kleine Menge des nicht belichteten 
Cholesterins in 5 cem Chloroform geldst, die Losung sodann 
mit 10 Tropfen Essigséureanhydrid und 2 Tropfen konzentrierter 
Schwefelsiure versetzt wurde, trat die bekannte Reaktion ein; 
die Fliissigkeit wurde nach kurzer Zeit blau, dann schon grtin; 
erst nach langerer Zeit schieden sich aus der anfangs ganz 
klaren Lésung 6lige, schwach blaugriin gefarbte Tropfen aus, 
die in Chloroform unléslich waren. Das belichtete Cholesterin 
gab bei gleicher Behandlung eine sofort schwach gelblich ge- 
farbte Losung, die allmahlich miffarbig, zuletzt schmutzig braun- 
grin wurde; nach Verlauf einiger Stunden hatten sich dlige 


') Das Priparat war von Merck in Darmstadt bezogen. 
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Tropfen von schmutzig blaugriiner Farbe ausgeschieden, welche 
in Chloroform unléslich waren (die iber diesen Tropfen stehende 
Fliissigkeit erschien nun griin gefirbt). 

b) Verhalten gegen Vanillin und Salzsaéure. Eine 
kleine Menge des unbelichteten Cholesterins gab beim Zusammen- 
bringen mit ungefiihr der gleichen Menge Vanillin und 5—10 ccm 
konzentrierter Salzsiiure eine ganz schwach gelbgriin gefarbte 
Fliissigkeit: die Fiirbung blieb einige Stunden lang unverandert. 
Das belichtete Cholesterin 
refiirbte Fliissigkeit, die bald rétlich wurde; bei 


a) 


gab bei gleicher Behandlung eine 
schwach grin 
Anwendung einer sehr kleinen Substanzmenge blieb die LOsung 
lingere Zeit rotlich, wihrend sie bei Anwendung von mehr 
Substanz nach ungefiihr einer Stunde mibfarbig wurde. 

Wir haben auch noch eine Lésung des Cholesterins in 
Chloroform mit etwas Vanillin und 2 Tropfen konzentrierter 
Schwefelsiiure versetzt. Dabei gab das unbelichtete Cholesterin 
sofort dunkle Rotfirbuug: bei Anwendung von viel Substanz 
wurde die Fliissigkeit allmahlich undurchsichtig und mibfarbig. 
Das belichtete Cholesterin gab bei gleicher Behandlung eine 
schwach grin. gefiirbte Fliissigkeit, die allmahlich sich triibte 
und nach liingerer Zeit miffarbig wurde. 

Das belichtete Cholesterin wurde nun zweimal aus absolutem 
Alkohol umkristallisiert. Die dabei erhaltenen Kristalle zeigten 
dann wieder das Aussehen und das Verhalten des reinen 
Cholesterins. Die von diesen Kristallen getrennte Mutterlauge 
wurde eingedunstet, der Verdampfungsriickstand mit kaltem 
absoluten Alkohol behandelt. Das so erhaltene Extrakt lieferte 
beim Eindunsten eine briiunlichgelbe Masse. die in Alkohol und 
in Chloroform leicht léslich war, in warmem Toluol sich aber 
nur unvollstandig léste. Der bei der Behandlung mit letzterem 
Losungsmittel verbliebene Riickstand war harzartig. Eine sehr 
geringe Menge dieses Riickstands gab mit Vanillin und Salz- 
siiure eine intensiv kirschrot gefiarbte Losung. Die LOsung dieses 
Riickstandes in Chloroform wurde beim Versetzen mit 10 Tropfen 
Essigsiiureanhydrid und 2 Tropfen konzentrierter Schwefelsaure 
schmutzig braungriin. Diese Beobachtungen zeigen, daB die 
bei Kinwirkung des Lichts auf das Cholesterin entstandenen 
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Umwandlungsprodukte beim Umbkristallisieren aus Alkohol in 
die Mutterlauge ibergegangen waren. 

In einem anderen Versuche wurde ein Teil des gleichen 
Cholesterinpraparates in eine Glasrohre gebracht, letztere sodann 
mit Kohlenséure gefillt, hierauf zugeschmolizen und nun dem 
Sdnnenlicht ausgesetzt. Das so behandelte Cholesterin hatte 
nach Verlauf von ca. 4 Monaten weder sein Aussehen noch 
seinen Schmelzpunkt verandert. Wir werden aber diesen Ver- 
such noch fortsetzen. Auch liegt es in unserer Absicht, das 
Verhalten des Isocholesterins sowie des Phytosterins und anderer 
aus Pflanzen darstellbarer Glieder der Cholesteringruppe gegen 
das Licht zu untersuchen. Eine friiher von uns gemachte Be- 
obachtung lehrte, dab ein aus einem Pilz dargestelltes Cholesterin- 
praparat besonders empfindlich gegen das Licht war. 











Zur Bestimmung der Aminosauren im Harne. 
Von 


Dr. Franz Erben, klinischem Assistenten. 


(Aus der medizinischen Klinik des Obersanitatsrates Prof. R. v. Jaksch in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. November 1904.) 


Zu den intermediiiren Stoffwechselprodukten des mensch- 
lichen Organismus gehdren auch die Aminosiéuren. Die Form, 
in welcher der normale Mensch dieselben ausscheidet, ist die 
der Hippursiiure, einer gepaarten Aminosiiure. Ob normaler- 
weise im Harne neben dieser auch andre Aminosiiuren vor- 
kommen, zB. Leucin und Tyrosin, wie Pouchet!) gefunden 
haben will, steht dahin. 

Dah diese aber bei sehweren Lebererkrankungen und 
schweren Infektionen in gréBerer Menge im Harne ausgeschieden 
werden, wird iibereinstimmend von mehreren Autoren ange- 
geben. leh?) selbst habe mich vor etwa einem Jahre im An- 
schlusse an die beziiglichen Arbeiten von R. v. Jaksch%) mit 
der Stickstoffverteilung im Harne Infektitionskranker beschaftigt 
und bin zu dem Resultate gekommen, dah es (abgesehen von 
den Lebererkrankungen) bei Autophagie zu einer vermehrten 
Ausscheidung von intermediiiren Stoffwechselprodukten (also 
auch von Aminosiiuren) komme. Schon bei diesen Arbeiten 
wurde es mir klar, daf zur definitiven Entscheidung dieser 
Frage eine Methode zur quantitativen Bestimmung der Amino- 
siuren im Harn notwendig sei, und ich ging schon vor einem 





') Pouchet, zit. nach Huppert, Analyse des Harns, 10. Auflage, 
Wiesbaden 1898, S. 280. 
*) Erben, Zeitschrift f. Heilkunde, Bd. 25, 8. 33, 1904. 
Jaksch, Zeitschrift f. klin. Medizin, Bd. 47, 8S. 1, 1902 u. Bd. 50, 


S. 167. 1903. 
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halben Jahre daran, das von E. Fischer und P. Bergell') 
ausgearbeitete Verfahren zur Isolierung der Aminosi&uren mit 
Hilfe des B-Naphthalinsulfochlorids zu einer fiir die Klinik brauch- 
baren Methode umzugestalten. 

Wahrend ich damit beschaftigt war, ist nun eine dasselbe 
Thema betreffende Arbeit Ilgnatowskis?) erschienen, die mich 
veranlabt, hier in Kiirze das von mir geiibte Verfahren mit- 
zuteilen. 

Ich will auf die Vorversuche nicht eingehen. Dieselben 
betrafen 1. die Beseitigung stOrender Substanzen des Harnes, 
2. die Frage, ob bei den in Betracht kommenden chemischen 
Prozeduren nicht aus andern Substanzen des Harnes wie den 
Purinkérpern und Kreatinin Aminosaduren abgespalten werden, 
und 3. die Reaktion der Hippursiiture und Glykocholsiiure mit 
§-Naphthalinsulfochlorid. 

Im voraus will ich bemerken, daf die gepaarten Amino- 
siuren die B-Naphthalinsulfoverbindungen nicht geben, und 
dai ich in der Voraussetzung, dab vielleicht auch in vielen 
pathologischen Harnen die Hippursaure die Hauptmenge der 
Aminoséuren ausmacht, bei meiner Methode auf die Moglichkeit 
einer quantitativen Bestimmung der Hippursaure in derselben 
Portion Harn Bedacht genommen habe. 

Ich gehe so vor: 

Kin Liter Harn wird mit einigen Kubikzentimetern halb- 
verdiinnter Schwefelséure angesiuert und mehrmals (mindestens 
fnfmal) mit Ather, dem '\10 seines Volumens Alkohol zuge- 
setzt ist, ausgeschiittelt. Der alkoholhaltige Ather nimmt neben 
Oxysiiuren und der Hippursiure auch eine grobe Menge Harn- 
stoff auf, dessen Beseitigung bei den weiteren Reaktionen nur 
erwiinscht ist. Dieser Ather wird nun mit einer geringen Menge 
mit Soda versetzten Wassers durchgeschiittelt, wobei die Hippur- 
siure dem Ather entzogen und nach dem Ansiiuern der wiisse- 
rigen Fliissigkeit aus derselben mit Essigiither wieder aus- 
geschiittelt werden kann. Die weitere Keinigung der Hippur- 


1) E. Fischer u. P. Bergell, Berichte der deutsch. chemischen 
Gesellschaft, Bd. 35, S. 3779, 1902. 
*) Ignatowski, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 371, 1904. 
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siure geschieht auf die gewohnliche Weise. (Waschen mit 
Petrolather, Umkristallisieren mit Tierkohle.) Ich habe ihre 
Menge entweder durch Wagung oder durch eine N-Bestimmung 
nach Kjeldahl ermittelt. ; 

Der mit Ather extrahierte Harn wird nun mit Bleiessig 
volistindig ausgefiillt, mit Ammoniak alkalisch gemacht und 
12 Stunden stehen gelassen. Das Filtrat vom Bleiniederschlag 
wird mit H,S entbleit und auf 100—200 ccm eingedampft. 
Nach vorsichtigem Neutralisieren und Alkalischmachen mit 
2 ecm n/s KHO wird mit 2—4 g in ca. 20—40 ccm Ather 
gelosten B-Naphthalinsulfochlorides 8 Stunden lang geschiittelt, 
wobei Ofters zu kontrollieren ist, ob die alkalische Reaktion 
der wiisserigen Fliissigkeit erhalten ist (eventuell weiterer Zu- 
satz von n/a KHQ). 

Nach dem Schiitteln wird die wisserige Fliissigkeit im 
Scheidetrichter vom Ather getrennt, nochmals mit Ather aus- 
geschiittelt, und dann angesiiuert. 

Aus dieser angesiiuerten Fliissigkeit nimmt Ather die 
B-Naphthalinsulfoaminosaduren auf. Besser scheint nach meinen 
Versuchen die Ausbeute zu werden, wenn man diese saure 
wiisserige Fliissigkeit mit nicht zu kleinen Mengen gepulverten 
Ammonsulfates versetzt. Das Ammonsulfat salzt die Naphthalin- 
sulfoaminosiiuren aus und man findet, auch dann, wenn ohne 
diesen Zusatz nach lingerem Stehen keine Kristalle ausgefallen 
sind, in verhialtnisméifig kurzer Zeit solche in der Fliissigkeit 
schwimmen. (Besonders schén ist diese Wirkung des Ammon- 
sulfates zu sehen bei Alaninzusatz zum Harn, da gerade die 
Verbindungen dieser Aminosiiure aus Harn langsam oder gar 
nicht kristallisieren. ) 

Aus dieser ammonsulfathaltigen Fliissigkeit scheint auch 
der Ather die Aminosiiurenverbindungen quantitativer zu extra- 
hieren. Jedenfalls ist aber ein sehr oft wiederholtes Ausschiitteln 
mit Ather (nicht unter zehnmal) notwendig. Die aus dem 
Atherextrakt entstehenden Kristalle werden in heiBem Alkohol 
gelist und mit Tierkohle entfarbt. Ich habe sie dann in Wasser 
aufgeschwemmt, mit etwas Baryt versetzt und eingedampft, 
um Ammonverbindungen zu entfernen und beigemengten Harn- 
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stoff zu zersetzen. Dann wurde der N-Gehalt derselben nach 
Kjeldah! bestimmt. 

Leider ist die Ausbeute nach dieser Methode nicht eine 
quantitative zu nennen. Meine Zahlen, die ich nach Zusatz 
gewogener Mengen, von mir selbst durch mehrmaliges Um- 
kristallisieren gereinigter Aminoséuren (Glykokoll, Alanin, Leu- 
cin und Tyrosin) erhalten habe, folgen weiter unten. 

[gnatowski findet 80°/o Glykokoll, aber bloB 40°/o Alanin 
und 50°/o Leucin wieder — die Ausbeute bei Tyrosin ist 
nicht angegeben —, wahrend bei E. Fischer und Beryell 
die Ausbeute an B-Naphthalinsulfoglycin 85°/o, an der ent- 
aon Alaninverbindung 90°/o, an der Leucinverbindung 
74%/o der Theorie betrug. 

In mehreren Versuchen mit normalem Harne fand_ ich 
folgendes : 

Lt. 1000 ccm Harn enthielten 0,2014 g Hippursaure. 
6-Naphthalinsulfoaminosaéuren fielen nicht aus, die Fliissigkeit 
blieb nach dem Ansiiuern klar. Auch durch Extraktion derselben 
mit Ather konnten soleche Verbindungen nicht gewonnen werden. 

2. 1000 cem Harn verbrauchten zur Siittigung des aus 
Hippursiture gewonnenen Ammoniaks 5,1 ecm !/4 Normalsaure, 
sie enthieltlen demnach 0,2283 g Hippursiiure. Auch in diesem 
Harne konnten andre Aminosiuren nicht nachgewiesen werden. 
Wenn man die Empfindlichkeit der Reaktion beriicksichtigt, 
sind weder Ignatowskis noch meine Versuche beweisend. 
(Ich bin damit beschiftigt, in grohen Mengen normalen Harnes 
nach Entfernung der Hippursaéure und der durch Bleiessig fall- 
baren Stoffe unter Verwendung der Fischerschen Estermethode 
nicht gepaarte Amidosiuren aufzusuchen. ) | 

Meine Versuche zur Bestimmung der Empfindlichkeit der 
Methode ergeben niimlich folgende Resultate: | 

1.') Von 0,3366 g za 1000 com Harn zugesetzten Gly- 
kokolls?) (entsprechend 0,06283 g N) werden 0,2944 g Gly- 





) Die angefiihrten Versuche sind die beststimmenden einer ganzen 
Reihe ahnlicher. 
?) Das Praparat verdanke ich der Giite meines Chefs, Herrn Prof. 
v. Jaksch. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. XLII. 21 
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kokoll (resp. 0,05495 g N) wiedergefunden. Das entspricht einer 
Ausbeute von 80,04°/o. 

2. Von 0.3865 g¢ zu 1000 cem Harn zugesetzten Alanins 
(entsprechend 0,0608 g N) werden 0.2492 g Alanin (resp. 0,0392 g 
N) wiedergefunden. 

Ausbeute 64,4°/0. 

3. Von 0,851 g Leuecin (mit 0,0910 g N), das zu 1000 com 
Harn zugesetzt wurde, wurden = zuriickgewonnen 0,4912 ¢ 
Leucin (resp. 0,0525 ¢ N). 

Ausbeute daher 57,7 °/o. 

t. Von 0,387 g Tyrosin (mit 0.0299 g N) wurden 0,271 ¢ 
(resp. 0.0210 ¢@ N) wiedergefunden. 

Ausbeute daher 70°/o. 

Wenn ich meine Ausbeuten mit denen Ignatowskis ver- 
gleiche, so finde ich sie beztiglich des Glykokolls gleich, des 
Leucins etwas, des Alanins bedeutend besser. Die Differenzen 
diirften daher rihren, dafi ich die angesiiuerte und mit grébern 
Mengen Ammonsullat versetzte Fliissigkeit bis zehnmal mit 
frischem Ather durchschiittelte, da ich mich iiberzeugte, dab 
noch im 7. und & Atherextrakt Kristalle der Aminosiiuren- 
verbindungen sich bildeten. 

Trotzdem glaube ich nicht, dab man mit dieser Methode 
der Aminosiiurenbestimmung zufrieden sein dirfe. Eine Aus- 
beute von 50—-80°/o kann eine quantitative wohl nicht ge- 
nannt werden. 

Weitere Untersuchungen werden lehren, ob diese Methode 
fiir die Anwendung auf den Harn soweit wird vervollkommnet 
werden kénnen, dafi man sie in die Reihe der quantitativen 
Methoden wird aufnehmen kénnen. 



































Die Entstehung der Kynurensaure. 
Von 
Alexander Ellinger. 


(Aus dem Universitatslaboratorium fiir medizinische Chemie und experiment 
Pharmakologie zu Kénigsberg i. Pr.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. November 1904.) 


An andrer Stelle!) habe ich dargelegt, dab rein chemische 
Betrachtungen und Versuche mich dazu geftihrt haben, nach 
einem Zusammenhang zwischen dem Tryptophan und der Ky- 
nurensiure zu suchen. Der Gedankengang hierbei sei nochmals 
kurz zusammengefabt: Hopkins und Cole, denen wir die 
Reindarstellung des lange gesuchten Tryptophans, die Fest- 
stellung seiner empirischen Zusammensetzung und vortreffliche 
Untersuchungen tuber sein chemisches Verhalten namentlich 
gegentiber Bakterien verdanken, haben diesen Korper als Skatol- 
aminoessigsiaure 


(CH, 
CHL SC - CH(NH,) - COOH 
NH 


angesprochen, weil sie daraus durch Bakterienwirkung die von 
K. und H. Salkowski entdeckte Skatolkarbonsiure und die 
von Nencki aufgefundene Skatolessigséure gewannen. 

Ich konnte nun durch die Synthese nachweisen, da® der 
Salkowskischen Siiure nicht die «allgemein angenommene 


Konstitution 
C- CH, 
. So 
CoH. SC COOH 
NH 


") Ber. d. deutsch. chem. Ges., Jahrg. 37, S. 1801 (1904). Dort siehe 
auch Literaturangaben! 


21* 





326 Alexander Ellinger, 


sondern die einer Indol-Pr 3-Essigsaure 

(- CH, - COOH 

CH. CH 

NH 
zukommt, und dafi demnach auch die Formel des Tryptophans 
einer Abinderung bedarf. Von den vier in Betracht kommenden 
Formeln des Tryptophans war eine imstande, den Ubergang 
in Kynurensiiure, die nach der durch R. Camps ausgefiihrten 
Synthese als y-Oxy-f-chinolincarbonsiure aufzufassen ist, zu 


erkliiren: 
H H,N—CH, N CH 
c acts i "iO aaa, ee 
. CH - COOH a >C + COO 
ac? Sc—c7 uc \- ta | 
HCy /C_. CH uch /cH 
as Sf ° V4 A = A 
, ' NH . 
H : H 
Tryptophan Kynurensdure 


Es wurde deshalb das Verhalten des Tryptophans im Or- 
ganismus des Hundes gepriift und der erwartete Ubergang in 
Kynurensiiure gefunden. 

Des Zusammenhanges wegen gebe ich hier nochmals das 
schon verOffentlichte Protokoll der beiden ersten Tryptophan- 
fiitterungen. 


Versuch | und I]: Fiitterung von Tryptophan beim 
Hunde. 


Kine etwa 30 kg schwere Hiindin wurde vom 30. Marz 
bis 14. April tiaglich mit 500 g¢ Brot und 14/2 | Milch  gefiittert. 
Vom 2. April an wurde in der durch Auffangen von dem ab- 
gerichteten Versuchstier gewonnenen 24stiindigen Harnmenge 
die ausgeschiedene Kynurensiure nach der Methode von Jaffe 
bestimmt. Am 5. April wurden 1,5 g Tryptophan in 3 Dosen 
in Gelatinekapseln verabreicht, am 11. April 0,9 g in 2 Dosen. 
Am 4. April stellte sich, wie oft nach Milch-Brotfiitterung, 
leichter Durchfall ein, und da dieser sich von selbst nicht 
besserte, wurden vom 8. an ein paar Stiickchen reine abge- 
kochte Kalbsknochen der Nahrung beigegeben, wodurch der 



























> ee SUE eae 













Die Entstehung der Kynurensiaure. 


327 


Durechfall sofort beseitigt wurde. Vom 16. April an wurde die 
Hiindin mit 1 kg Pferdefleisch gefiittert und am 23. und 24. April 
: wiederum die Kynurensdure bestimmt. 

P Die abfiltrierte Kynurensadure war durchgehends gut kristalli- 
siert, etwas braun gefairbt, zeigte den richtigen Schmelzpunkt, 
die Jaffésche Reaktion und lief sich durch Erhitzen in Kynurin 

} iiberfiihren, dessen Platinsalz dargestellt wurde. 


Tabelle I. 





Kynurensdure 





Datum Nahrung | Harnmenge | 

in ccm in mg 
2./3. April 500 g Brot, 500 ccm Milch | 1320 | Spur 

3 Jd £ 870 | > 

t | > > 3 640 10 
D./6. » » 1,5 g Tryptophan| 1220 | 220,3 
6.7 | . 1 630s 34,4 
7/8. » | 550 33,6 
8/9. » |> 460 4,2 
9,/10. | > > 170, 3,3 
| 10./11. > | «540 | 28 
11./12. > 09> 470 | 152,2 
12./13. | 380 | 1,2 
13./14. } > > > : 510 | 0,3 
14./15. , 460 | 0,2 

1d5.—23. 1000 g Fleisch nicht bestimmt 
23/24. » R 850 280,7 
24/25 > 980 435,5 
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Versuch II. 


Subkutane Injektion beim Hunde. 


Kin Foxterrier von 8—9 kg Gewicht wurde mit Milch 
und Brot gefiittert. Der Hund wurde in einem Stoffwechselkifig 
gehalten und der Harn tiiglich zur gleichen Stunde weggenommen, 
eine genaue Abgrenzung der 24stiindigen Menge war also nicht 
modglich, woraus sich vielleicht zum Teil die relativ groBen 
Schwankungen an den einzelnen Tagen erkliren. 


Am 6. und 
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7. Juni wurden je 0,5 g Tryptophan in schwacher Sodalosung 
subkutan injiziert. Befinden und Freflust waren stets unver- 
andert gut. 

Tabelle IL. 











Datum | Harnmenge Kynurensdure 
| in ccm in mg 
| | 

3./4. Juni 475 | Spuren 

LB. > 700 | 49 4 

D/6. + 300 | Spuren 
6/7.» : 0,5 g Tryptophan | 250 | 66,6 
7/8. >» : 05> ; 270 | 87,0 
8/9. > 290) | 136,1 
9/10. > 025 | 9,5 
10./11. » : 325 | 0,2 
11/12. > 580 | 50,2 


| 


Alle Versuche am Hunde zeigen, wie mir scheint, ein- 
wandsfrei, dafi Tryptophan in dessen Organismus in Kynuren- 
sdure umgewandelt wird. Die Grodfe der Ausbeute an Kynuren- 
siure liBt sich namentlich bei dem kleineren Hunde nicht ganz 
exakt berechnen, weil die taglichen Schwankungen in der Vor- 
und Nachperiode noch gréBer sind als die in der Norm schon 
meist recht erheblichen Unterschiede (s. den Fleischversuch 
vom 23. und 24. April in Tabelle I und zahlreiche Beobach- 
tungen friiherer Autoren). Zieht man die mittlere tagliche 
Kynurensiuremenge der Vor- und Nachperiode von der Aus- 
scheidung wihrend des Versuchs bezw. an den beiden Folge- 
tagen ab, so schied Hund | im ganzen nach Fiitterung mil 
2,4 ¢ Tryptophan 0,441 g Kynurenséure aus. Da 204 g Tryp- 
tophan theoretisch 187 g Kynurensiure (C,,H,NO, -+- H,O) liefern 
kOnnen, so berechnet sich die theoretisch mdgliche Ausbeute 
auf 2,2 g¢ Kynurensiiure, die gefundene Menge entspricht also 
20°/o der Theorie. Kine analoge Berechnung fiir den Versuch 
mit subkutaner Injektion gibt eine langsamer erfolgende Aus- 
scheidung von 0,235 g Kynurenséure nach 1 g Tryptophan, 
d. i. 25,7%o der Theorie. Was aus dem iibrigen Teil des Tryp- 
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tophans im Organismus des Hundes wird, laBt sich zunachst 
nicht entscheiden. Im Kot habe ich in einem darauf zielenden 
Versuch kein Tryptophan nachweisen kénnen, und ebenso 
wenig habe ich bisher ein anderes Stoffwechselprodukt des 
Tryptophans im Harn gefunden. Die Indikanreaktion des Harns 
war stets minimal und ebenso das Gehalt an Indolessigsiure. 
Die Menge der ausgeschiedenen Kynurensiure gibt uns aber 
auch beim Hunde durchaus kein Mah fiir die Menge der ge- 
bildeten Kynurensdure. Denn wir wissen aus Versuchen von 
Hauser!) und Solomin,?) daB wenigstens von verfiitterter 
Kynurensiure nur ein Teil oder gar nichts im Harn des Hundes 
wieder erscheint. Hauser fand nach Verfiitterung von 0,5 g 
Kynurensaure (als Natronsalz) 36,2°/o, von 1,926 ¢ 55,2°/o, 
Solomin von je 1g einmal 0°/o, ein andermal 9,5°/o im Harn 
des Versuchstieres:' wieder. Die Zerstorung aufgenommener Ky- 
nurensiure ist also eine betrachtliche und bei verschiedenen 
Individuen innerhalb weiter Grenzen wechselnde. 


Nachdem fiir den Hund die Entstehung der Kynurensaure 
aus Tryptophan erwiesen war, bot ein doppeltes Interesse das 
Verhalten des Kaninchens. Ein positiver Ausfall des Versuchs 
war vielleicht noch tiberzeugender als alle Experimente am 
Hunde und gab zugleich eine Antwort auf die biologisch inter- 
essante Frage, ob der Hund eine Sonderstellung in der 
Bildung der Kynurensiiure einnimmt oder nur in deren Aus- 
scheidung. 

Wie die beiden folgenden Versuchsreihen zeigen, bildet 
auch das Kaninchen aus Tryptophan Kynurensaure. 


') Archiv f. experim. Pathol. u. Pharmakologie, Bd. 36, S. 1 (1895). 
*) Diese Zeitschrift. Bd. XXHI, S. 497 (1897). 
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Tabelle Il. 


Kaninchen | von etwa 2,5 kg, taglich 0,5 g Tryptophan 
in Soda per Os. 








—— | Harnmenge | Kynurensdure 

| in cem | in mg 
24/25. Mai 420 154,6 
25.26. > 600 114,6 
26/27. » | 450 ! 113,8 
27./28. >» : 580 | 153,9 
28/29.» | 500 | 165,7 
29./30. >» | 500 | 180,8 


Nachtraglich wurde keine Kynurenséure mehr gefunden. 


Tabelle IV. 


r 


Kaninchen Il von 2,5 kg, 2 subkutane Injektionen 
von je 0,5 Tryptophan. 








Harnmenge | Kynurensdure 
Datum ; 
In ecm in mg 
29./30. Mai 350 182.6 
30./31.  » | 210 184.8 


Das mit Riiben ernahrte Kaninchen | schied also nach 
Fitterung von 3g Tryptophan im ganzen 0,8834 g Kynuren- 
saiure aus, d. h. 32,5°/o der theoretischen Menge. Kaninchen |] 
nach Einspritzung von 1 g Tryptophan 0,3674 g Kynurensaure 
= 40,1°%/o der Theorie. Die Bestimmungen wurden auch hier 
nach Jaffés Methode ausgefiihrt. Da sich aber Kynurensiiure 
zum Teil amorph ausschied, wurden Kontrollbestimmungen nach 
Capaldi!) angestellt. Die Ubereinstimmung war keine genaue, 
und die Abscheidung nicht reiner. Am 2. Versuchstage (Tab. III) 
erhielt ich in je einer Halfte des Harns nach Jaffé 0,0573 g, 
nach Capaldi 0,0446: am 3. Tage nach Jaffé 0,0569, nach 
Capaldi 00618 g. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXIII, S. 92 (1897). 
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Um mich der Identitaéat des ausgeschiedenen Produkts mit 
Kynurensiure zu vergewissern und wenigstens einen sichern 
Minimalwert zu erhalten, fiihrte ich die ganze von beiden 
Kaninchen erhaltene Rohkynurensaure in das charakteristische 
Baryumsalz tuber. Die Ausbeute an analysenreinem, wasser- 
freiem, bei 160° getrocknetem bBaryumsalz betrug nach zwei- 
maligem Umkristallisieren 0,88 g aus 1,26 g Rohsdure, d. h. 
57.7°/o der Rohsaure lieben sich rein gewinnen in Form des 
Barytsalzes. Zieht man die unvermeidlichen Verluste bei der 
Uberfiihrung der Rohsiure ins Baryumsalz und beim Um- 
kristallisieren in Betracht, so ergibt sich, dai die Verunreini- 
gungen der rohen Séure nicht sehr betrachtlich gewesen sein 
konnen, und dab die Ausbeute an Kynurensiiure beim Kaninchen 
sicherlich mindestens ebenso grofh war als beim Hunde nach 
Fiitterung mit Tryptophan. 

Eine Baryumbestimmung im kynurensauren Baryt ergab 
folgende Zahlen: 

0.2775 g des bei 160° getrockneten Salzes gaben 0,1282 g BaSQ,. 
Gefunden: 27,17°/o Ba. Berechnet: 26,71 °/o Ba. 

Auch beim Menschen wurde das Verhalten des Trypto- 
phans gepriift. Nachdem ich mich in einem Selbstversuch von 
der ganzlichen Unschadlichkeit von 1 g Tryptophan tiberzeugt 
hatte, nahm eine andre Versuchsperson 3g an einem Tage 
in Amylumkapseln ein. In beiden Fallen lieB sich in dem Urin 
von 2 mal 24 Stunden keine Spur Kynurensiure nachweisen. 
Das Resultat kann nicht allzu sehr iberraschen, da der Mensch 
nach den Erfahrungen von Hauser fast 4g Kynurensaure 
verzehren kann, ohne daf} sich davon im Urin etwas unver- 
indert findet. Auch im menschlichen Urin lieB sich ein charak- 
teristisches Umwandlungsprodukt des Tryptophans bis jetzt 
nicht auffinden, das Indikan war nicht vermehrt, die Aus- 
scheidung der Hippursaéure war in beiden Fallen grof, fiel aber 
doch noch in die als normal zu betrachtenden Grenzen. 

Durch die mitgeteilten Versuche ist die ‘Tatsache, daB 
Tryptophan eine oder die Vorstufe der Kynurensiure im 
Organismus des Hundes ist, bewiesen. Es bleibt noch zu erortern, 
ob das von andern Autoren tiber die Ausscheidung der Kynuren- 
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siure gesammelte Material durch den neuen Befund befriedigend 
erklart wird. 

Durch die zahlreichen Untersuchungen, welche seit etwa 
einem halben Jahrhundert tiber den Ursprung der Kynuren- 
siure angestellt sind — die Literatur findet man in der Arbeit 
von L. B. Mendel und H. C. Jackson’) und in der Disser- 
tation von A. Josephsohn?) zitiert —, kdnnen die folgenden 
Tatsachen als gesichert gelten. 

1. Reichliche EiweiBnahrung erhdht die Ausscheidung 
der Kynurensiiure. Die verschiedenen Eiweibkérper bewirken 
in gleicher Menge verschieden hohe Kynurensiureausscheidung. 

2. Bei Leimfiitterung verschwindet die Kynurensdaure. 
(Eckhard, Mendel und Jackson.) Fitterung mit Thymus 
bewirkt nur eine geringe Ausscheidung. (Josephsohn, Men- 
del und Jackson.) 

3. Unter den Produkten der pankreatischen Verdauung 
des Eiweifbes befindet sich eine in Alkohol lésliche, mit Aceton 
fallbare Fraktion, welche verfiittert eine erhebliche Kynuren- 
siureausscheidung beim Hunde bewirkt. (GlaeBbner und 
Langstein.) 3) 

4. Die Kynurensiure verschwindet im Harn des Hunger- 
tiers nicht. 

5. Bei gewissen Vergiftungen (Phloridzin, Phosphor, Borax), 
welche mit erhOhtem Eiweifzerfall einhergehen, ist die Kynuren- 
siure im Harn vermehrt; bei Phloridzininjektionen z. B. verlief 
die Kurve der Kynurenséuremengen im Harn genau parallel 
der des ausgeschiedenen Stickstoffs. (Mendel und Jackson.) 

6. Die Fiiulnisvorgiinge im Darm sind ohne wesentlichen 
KinfluB auf die Kynurensiiureausscheidung. (Baumann, Haagen, 
Capaldi.) 

7. Die bei gleicher Nahrung ausgeschiedenen Mengen 
sind individuell verschieden. Es gibt Hunde, die auch bei reich- 
licher Fleischfiitterung niemals Kynurenséure ausscheiden. 





‘) American Journal of Physiology, Bd. 2, S. 1 (1898). 
*) Beitrige zur Kenntnis der Kynurensiiureausscheidung beim Hunde, 
Inaug.-Diss. Kénigsberg 1898. 

5) Hofmeisters Beitrige zur chem. Physiologie und Pathologie, 
S. 34 (1902). 


Bd. 1, 


















































Die Entstehung der Kynurensiaure. 


8. Die Kynurensiure ist bisher nur als Stoffwechsel- 
produkt des Hundes gefunden. Mensch, Hund und Kaninchen 
besitzen die Fahigkeit, Kynurensiiure zu zerstoren. (Hauser. 
Solomin, Josephsohn.) 

Der Ubergang des Tryptophans in Kynurensiiure erkliirt 
den quantitativ verschiedenen Einfluf der Eiweifkorper, das 
Verschwinden nach Leimfiitterung, sowie den wichtigen Befund 
von GlaeBner und Langstein, der, wie keine andere Arbeit, 
bisher das Kynurensiureproblem geférdert hat, ohne weiteres : 
Da der Gehalt verschiedener Proteinsubstanzen an Tryptophan, 
wie wir wenigstens aus Schitzungen des Ausfalls der Glyoxyl- 
siiurereaktion wissen (Osborne und Harris),') ein verschie- 
dener ist, so muff man auch einen verschiedenen EinfluB aut 
die Kynurensaureausscheidung erwarten. Dem Leim fehlt die 
Tryptophangruppe, daher das Verschwinden der Kynurensiure. 
Solange man das Fehlen des Tyrosinkomplexes im Leim fiir 
das Wesentliche hielt, muBte man zu Fragestellungen kommen, 
welche nur negative Resultate lieferten (Hauser), ebenso wie 
die zahlreichen Versuche, durch Fiitterung von Chinolinderivaten 
Kynurensdureausscheidung hervorzurufen (Schmidt, Rosen- 
hain), erfolglos blieben. 

Betrachtet man die Mengenverhiltnisse der ausgeschiedenen 
Kynurensaure nach einem bestimmten Quantum Eiweifnahrung 
und vergleicht sie mit der Ausscheidung nach demjenigen 
Quantum Tryptophan, dessen Entstehung man aus der be- 
treflenden EiweiBmenge erwarten kann, so darf man, soweit 
unsere heutigen Kenntnisse einen Schluf erlauben, behaupten, 
dai kein Grund vorliegt, noch eine andere Vorstufe der Kynuren- 
siure zu postulieren als das Tryptophan. Der einzige Eiweif- 
korper, dessen «Tryptophangehalt» ungefihr bekannt ist, ist 
das Casein. Hopkins und Cole schiitzen ihn auf 1,5 °/o. Wiirde 
diese ganze Menge wirklich, sei es innerhalb des Darms, sei es 
im intermediiren Stoffwechsel, zu Tryptophan abgebaut, so 
konnte man nach Fiitterung von 100 g Casein die gleiche 
Ausscheidung wie nach 1,5 g Tryptophan erwarten. Nach 
Josephsohn betrigt diese bei einem Hunde von der Gréfe 


') Journ. Amer. Chemic. Soc., Bd. 25. S. 853 (1903). 












«pe 


334 Alexander Ellinger, 


meines Versuchshundes [ nach 100 g Casein und 1 Pfund Brot 
0,154 g, also kaum mehr als die Halfte der Menge, welche 
sich im Harn des Hundes nach Fiitterung mit 1,5 g Tryptophan 
fand. Wir, haben also vorlaufig keinen Grund, noch andere 
Quellen der Kynurensaure als das Tryptophan anzunehmen, 
doch sind noch weitere Untersuchungen tiber den Tryptophan- 
gehalt anderer Eiweifkérper wiinschenswert, um diese Frage 
sicherer beantworten zu kénnen; namentlich die Kiweif®korper 
der Thymus wiiren nach dieser Richtung zu untersuchen, um 
vielleicht eine Erklérung fiir die exzeptionelle Wirkung der 
Thymusfitterung zu finden. 

Nur eine einzige Angabe in der Kynurensaureliteratur ist 
mir aufgefallen, welche mit der geauBberten Anschauung im 
Widerspruch zu stehen scheint, daf nimlich, wie Mendel und 
Schneider?!) fanden, nach Fiitterung von Heteroalbumose, 
welche nach Picks?) Vorschrift dargestellt war, sehr reichlich 
Kynurensdure auftrat. Pick gibt von seiner Heteroalbumose 
an, da sie bei der Kalischmelze kaum Indol lieferte, dai die 
Adamkiewiezsche Reaktion, welche damals noch als Furfurol- 
reaktion aufgefaBt wurde, schwach ausfiel, und daf der Nach- 


weis des Tryptophans bei Trypsinverdauung nicht gelang; auf 


Grund dieser Angaben muff man die Substanz zum mindesten 
fiir arm am Tryptophankomplex halten. Aus der Mitteilung von 
Mendel und Schneider JaBt sich aber, da diesem Umstande 
keine Aufmerksamkeit geschenkt war, nicht entnehmen, ob 
das verfiitterte Priiparat die gleichen Eigenschaften zeigte. Pick 
zitiert selbst die Angabe von Kiihne und Chittenden,?’) dab 
deren Heteroalbumose bei der Trypsinverdauung eine sehr 
intensive Tryptophanreaktion mit Bromwasser gab. Nach alle- 
dem scheint mir in dem Befunde von Mendel und Schneider 
noch kein gesicherter Einwand gegen die alleinige Abstammung 
der Kynurensiiure aus dem Tryptophan vorzuliegen. 

Ob fiir die Kynurensiiurebildung nur im Darm entstandenes 


') Americ. Journ, of Physiology, Bd. 5, S. 427 (1901). 

) Diese Zeitschrift, Bd. 28, S. 219 (1899). 

5) Zeitschrift f. Biologie, N. F., Bd. 1, S. 195 (1883), und Bd. 2, 
46 (1884). 
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Tryptophan in Betracht kommt oder auch im intermediiren 
Stoffwechsel gebildetes, laBbt sich zur Zeit mit Sicherheit nicht 
entscheiden. Die geringe Kynurensiiureausscheidung, welche 
GlaeBner und Langstein am Hunde ohne Pankreas selbst 
bei Fleischfitterung fanden, spricht dafiir, daf das Tryptophan 
des Darms die hauptsiichlichste Quelle ist: andererseits erkliren 
sich die Beobachtungen von Mendel! und seinen Schiilern, daB 
Phosphor, Phloridzin, Borax und andere Stoffwechselgifte mit 
dem erhdhten Eiweifizerfall auch vermehrte Kynurensiiure- 
ausscheidung hervorrufen, ebenso wie die betrichtlichen Aus- 
scheidungen des Hungerhundes, wohl am einfachsten dadurch, 
dab man die Bildung von Kynurensiiure aus in den Korper- 
zellen entstandenem Tryptophan annimmt. Man miifte denn 
die relativ hohe Ausscheidung in diesen Fiillen auf eine dureh 
die Anwesenheit der Gifte bedingte verminderte Zerst6rung der 
Kynurensaiure zurtckfihren. 

Fir den wechselnden Ausfall der Versuche iiber den 
Zusammenhang zwischen Kynurensidureausscheidung und Darm- 
fiulnis (Baumann, Rosenhain, Haagen) kann die Abstam- 
mung vom Tryptophan vielleicht auch eine Aufklirung geben. 
Die Anwesenheit von Bakterien im Darmkanal kann einerseits 
dazu fiihren, dafi aus solchem Eiweifi Tryptophan gebildet wird, 
welches sonst der Resorption entgangen oder wenigstens in 
anderer Form resorbiert worden wiire, und so zu einer Ver- 
mehrung der Kynurensiiure fiihren. Andererseits kann durch 
Bakterientitigkeit Tryptophan in Indol tibergefiihrt werden, wie 
ich es mit Gentzen') zusammen fiir den Dickdarm des 
Kaninchens experimentell gezeigt habe, dann wiirden die 
Bakterien das Material zur Kynurensiiurebildung vermindern. 
Man darf also a priori einen verschiedenen. KinfluB seitens der 
Darmbakterien und entsprechend auch der Darmdesinfizientien 
erwarten, je nach der Art, wie die Mikroorganismen die ihnen 
im Darm zur Verfiigung stehenden EiweifkOrper oder deren 
Abbauprodukte zersetzen. 


') Hofmeisters Beitraige zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. 4, 
5. 171 (1903), und Max Gentzen, Uber die Vorstufen des Indols bei der 


Eiweiffaulnis im Tierkirper, Inaug.-Diss. Kénigsberg 1904. 
j = => 
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Haben so die physiologisch-chemischen Fragen tiber das 
Verhalten der Kynurensiiureausscheidung eine fast ausnahmslos 
befriedigende Erklirung gefunden, so sind fiir die andere, mehr 
allgemein biologische Seitey des Problems, warum sich die 
Kynurensiiure nur im Harn des Hundes findet, durch meine 
Versuche neue Gesichtspunkte gewonnen. 

Solomin hat bereits die Vermutung ausgesprochen, daf 
beim Menschen und Kaninchen vielleicht die Kynurensiure nicht 
deshalb tm Harn fehlt, weil sie keine bilden, sondern nur, wei! 
sie die gebildete wieder zerstéren. Fiir das Kaninchen ist nun- 
mehr der Beweis erbracht, daB es Kynurensaure bilden kann 
und dab sie bei geniigender Zufuhr der Vorstufe auch im Harn 
erscheint. Damit ist zugleich die wichtige Tatsache festgestellt, 
das die eigenartige Ringschliebung, mittels welcher aus dem 
Tryptophan die Kynurensiiure entsteht und fir welche mir kein 
Analogon in der chemischen Literatur bekannt ist, nicht ein Vor- 
recht des Hundeorganismus ist, sondern dafi sie auch anderen 
tierischen Zellen zukommt. Daf’ mancherlei Griinde vorliegen, 
eine solche RingschlieBung auch in der Pflanzenzelle bei der 
Alkaloidbildung anzunehmen, sei hier nur nebenbei bemerkt. 

Wenn das Kaninchen normal keine Kynurensaure aus- 
scheidet, so darf man jetzt schlieBen, daB es nicht gentigend 
Tryptophan bildet. Unentschieden bleibt vorerst, ob dies an 
einer qualitativ oder quantitativ von der des Hundes verschie- 
denen tryptischen Verdauung liegt oder an der Art der Nahrung. 
Nach orientierenden Versuchen scheint mir die erstgenannte 
Eventualitét wahrscheinlicher, denn auch bei ausgiebigster 
Fiilterung mit Nutrose gelang es nicht, bei Kaninchen Kynuren- 
siureausscheidung hervorzurufen. 

Ob auch dem Menschen die Fiihigkeit der Kynurensaure- 
bildung zukommt, haben meine Versuche nicht entscheiden 
kénnen. Vielleicht hiitte die Darreichung von mehr Tryptophan, 
wozu ich mich der Kostbarkeit des Materials halber nicht ent- 
schlieBen konnte, ein positives Ergebnis gehabt. Auffallender 
als beim Menschen und Kaninchen erscheint das Fehlen der 
Kynurensiiure bei ausschlieflich mit Fleisch genaéhrten Katzen, 
wovon ich mich selbst auch in einem Versuche tberzeugte, 












































Mr. Kutscher u. Martin Schenck, Zur Kenntnis der Oxalurie. 337 





und das von anderen Autoren berichtete Fehlen bei den 
nichsten Verwandten des Hundes, beim Fuchs und Wolf. 
Wenn man aber bedenkt, daf die individuellen Schwankungen 
hei Hunden auch recht egrofs sind, so ist vielleicht etwas 


Reserve gegeniiber einer Verallgemeinerung der vereinzelten 
Beobachtungen an diesen Tierspezies angebracht. 


Zur Kenntnis der Oxalurie. 


Von 
Fr. Kutscher und Martin Schenck. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Oktober 1904.) 


Ber der Oxydation des Leims mit Calciumpermanganat erhielten 
wir’) betraéchtliche Mengen Oxaminsiiure. Die Muttersubstanz dieses 
Kérpers kann nicht zweifelhaft sein, es ist das Glykokoll. Dementsprechend 
gaben Eiweifstoffe, die armer an Glykokoll sind (Casein, Pseudomucin), 
weniger oder keine Oxaminsiure. 

Nun sind von klinischer Seite (Lommel)*) Angaben gemacht 
worden, nach denen sich durch Verfiitterung von Leim eine Steigerung 
der Oxalsiureausscheidung erzielen laf\t. Unsere Versuche machen es 
moglich, das Plus der ausgeschiedenen Oxalsiéure, das sich nach Dar- 
reichung von Leim zeigen soll, auf eine bestimmte Komponente des 
Leims, nimlich auf das Glykokoll zuriickzufiihren. Dasselbe muf nach 
seiner Oxydation im Tierkérper durch Zerfall der zuniichst gebildeten, 
wenig bestandigen Oxaminsiure in Oxalsiure und Ammoniak betricht- 
liche Mengen Oxalsiure liefern, die zum Teil zur Ausscheidung kommen 
wird. Die tibrigen Komponenten des Leims sind, wie ihre direkte 
Oxydation zeigt, fiir die Bildung von Oxalsiiure weniger in Betracht zu 
ziehen. Durch Fiitterungsversuche hoffen wir iiber diese Verhiiltnisse 
Aufschiuf zu erhalten. 


') Ber. d. deutsch. chem. Ges., 1904, Heft 13. 
*) Deutsches Archiv f. klin. Med., 1899. 












Uber Cystinurie. 
I. Mitteilung. 4) 
Von 


A. Loewy und C. Neuberg. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des pathologischen Instituts der Universitat Berlin 


(Der Redaktion zugegangen am 10. November 1904, 


Wiihrend eine ganze Reihe von Anomalien des Kohle- 
es sei nur an die Pentos- 





hydratstoffwechsels bekannt sind 
urie, Liivulosurie, Laktosurie und die Glukuronséureausscheidung 
erinnert, deren genauere Kenntnis das letzte Jahrzehnt zu dem 
Jahrhunderte alten Wissen von der Zuckerharnruhr gesellt hat 

gehoren Anomalien des EiweiBbstoffwechsels zu den Selten- 
heiten, sowohl hinsichtlich der Art wie der Haufigkeit ihres 
Vorkommens. Streng genommen ist tiberhaupt nur eine kr- 
scheinung bekannt, bei der ein primires kristallinisches 
Kiweibspaltprodukt ohne sekundire Veraénderung chronisch zur 
Ausscheidung gelangt, d.i. die Cystinurie. 

Ubrigens ist die Annahme, daf jenes bei der Cystinurie 
ausgeschiedene Stoffwechselprodukt ein EiweifabkoOmmling ist, 
erst jiingeren Datums und erst Gegenstand der Diskussion 
durch K. A. H. M6rners bedeutsamen Befund geworden, dab) 
der Schwefel im EiweifSmolekiil ganz oder zum groften Teil 
in Form einer bei der Hydrolyse Cystin liefernden Gruppe zu- 
gegen Ist. 

Seitdem ist auch die rein chemische Erforschung des 
Cystins zu Ende gefiihrt. Baumann hatte bekanntlich diesem 
Kérper, resp. dem Cystein, die Formel eines NH,-Additions- 





') Vorgetragen auf der 75. Versammlung Deutscher Naturforscher 
und Arzte zu Cassel am 22. September 1903. Vergl. Verhandl., 5. 422 
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Uber Cystinurie. I. 


sS 

produkts der Thiobrenztraubensaure CH, — CK 7 — COOH 
zuerteilt, die bereits aus theoretischen Griinden héchst un- 
wahrscheinlich ist. DaB sie tatsachlich nicht der richtige 
Ausdruck der Tatsachen ist, haben gleichzeitig E. Fried- 
mann und C. Neuberg gezeigt. Ersterer hat seine Unter- 
suchungen mit Cystin aus Hornsubstanz, also mit Protein- 
cystin, angestellt, wahrend Neuberg Steincystin  benutzt 
hat. Nach Versuchen, tiber die Paul Maver und Neuberg 
im Mai 1903 der deutschen chemischen Gesellschaft Mitteilung 
vemacht haben, sind beide Cystinformen nicht identisch, son- 
dern isomer.!) Wihrend Friedmann fiir das Proteincystein 
die Formel CH, -SH — CH. NH, -COOH einer a-Amino-s- 
thio-propionsaure bewiesen hat, konnten wir zeigen, daf 
dem Steineystein die Formel CH, - NH, — CH - SH — COOH 
der a-Thio-B-aminopropionsaure zukommt, d. h.  beide 
Formeln stehen zu einander im Verhaltnis von Serin zu I[so- 
serin. Diese Isomerieerscheinung bietet ein besonderes Interesse, 
da hier zum ersten Male unter tierischen Stoffwechselprodukten 
eine B-Aminosiiure nachgewiesen ist, konnte doch F. Hof- 
meister auf der Karlsbader Naturforscherversammlung (1902) 
noch betonen, daB der Organismus nur a-Aminosiéuren hervor- 
bringe. Nachdem inzwischen A, Ellinger?) fir das Tryptophan 
die Formel 








CH, - NH, 
CH | 
C7 NEC — CH 


HOS AX, /GH COOH 
CH NH 





d. h. einer Indol-B-aminopropionséiure, wahrscheinlich gemacht 
hat und auch Levene’) Aminosiiuren begegnet ist, die von 
denen der a-Reihe verschieden sind, gilt jene Regel nicht mehr 
i voller Strenge. 


') Die ausfiihrliche Mitteilung wird demnichst in dieser Zeitschrift 
erscheinen. 

*) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 37, S. 1804 (1904). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 100. 
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AuBer, wie man sie wohl genannt hat, den Nierenedel- 
steinen und den Eiweibkorpern gibt es bekanntlich eine dritte 
natiirliche Fundstatte des Cystins, eben den Harn der Cystin- 
uriker. Einem gtinstigen Zufall ist es zu danken, dab wir 
nach dieser Richtung die neu erworbene Kenntnis vom Cystin 
erweitern konnten. Der eine von uns (Loewy) hatte gerade 
einen ausgesprochenen Fall von Cystinurie, einen Patienten, 
der tiglich ca. 0.5 g Cystin ausscheidet. Dieser Fall reprisen- 
lier! ein medizinisch besonders wertvolles Dokument, da der 
betreffende Patient seit 18 Jahren bereits mit Cystinurie  be- 
haftet ist. Derselbe ist in dieser Zeit in den Hinden der ver- 
schiedensten Forscher Gegenstand klinischer Untersuchungen 
gewesen, deren Vervollstiindigung nach der physiologisch- 
chemischen Seite hin wir unternommen haben. 

Bei der Existenz zweier verschiedener Cystinformen war 


> 


es die niichste Aufgabe, festzustellen, welches der beiden I[so- 
meren der Cystinuriker ausscheidet. Unsere Uberraschung war 
nicht gering, als sich ergab, dal Harn- und Horneystin identisch 
waren, wihrend man a priori die Identitaét mit dem = Stein- 
cystin hatte erwarten sollen. Man ist zur Zeit auber stande, 
mehr als Vermutungen iiber diese eigentiimlichen Verhialtnisse, 
namentlich beziiglich der Abstammung des Steincystins, zu 
dubern. 

Vielleicht darf man im Eiweibmolekiil — einer schon von 
Baumann!) ausgesprochenen Ansicht folgend — die Existenz 
eines Karboxcysteins?) (1), resp. Karboxycystins, (Thio-amino- 
bernsteinsiure ) 

') Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 583 (1599). 

2) Anm. Diese Hypothese gewinnt vielleicht an Walhrscheinlichker! 
durch Sk raups Entdeckung einer natiirlich vorkommenden entsprechenden 
Sauerstoffverbindung, der Oxyaminobernsteinsaéure 

COOH — CH - OH — CH NH, — COOH, 
die in analoger Weise Muttersubstanz von Serin und I[soserin sein kann. 
Ubrigens ist nach K. A. Mérners neuesten wichtigen Mitteilungen (Diese 
Zeitschrift, Bd. XLU, 8. 349 u. 370 [1904]) ein gleichzeitiges Vorkommen 
der beiden Cystinformen im Eiweif§ sehr wahrscheinlich geworden. Man 
mufi dann annehmen, dafs der Organismus eine Trennung beider [someren 
bei der Steinbildung vornimmt. 
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annehmen, das durch CO, = Abspaltung an verschiedenen Stellen 
sowohl in Proteincystein (Il) wie Steincystein (III) iibergehen 
konnte. 

Jedenfalls gewinnt durch die Feststellung der Identitiit 
von Protein- und Harncystin die iibrigens niemals bewiesene 
und durch die Auffindung zweier Cystinformen ernstlich in 
Frage gestellte Abstammung des Harneystins aus dem Eiweif 
erheblich an Wahrscheinlichkeit. ‘Trifft die Annahme dieser 
Herkunft zu, so erscheint die Cystinurie als eine Anomalie 
des Proteinstoffwechsels, bei welcher der Organismus der Fiihig- 
keit ermangelt, beim physiologischen Abbau von Kiweibkérpern 
entstandenes Cystin in gewohnter Weise zu verwerten. 

Dieser Ideengang erweckte in uns die Vermutung, dab 
es sich bei der Cystinurie um eine allgemeine StOrung des 
Aminosiiurenstotfwechsels handeln kénne, die sich nicht 
allein auf das Cystin beschrankt. Die Untersuchung des Cystin- 
liarns ergab hierfiir zunachst keinerlei Anhalt. Die Untersuchung 
auf andere Aminosiiuren im Urin unseres Patienten verlief vollig 
resultatlos, so dab abgesehen von der Cystinausscheidung der 
Harn géinzlich normale Zusammensetzung zeigt und insbesondere 
die Zahlen fiir Stickstoff, neutralen Schwefel, H,SO, und Ather- 
schwefelséure innerhalb der iiblichen Grenzen liegen. Auberdem 

worauf besonders hingewiesen werden muf war der 
Harn unseres Patienten dauernd frei von Diaminen, die be- 
kanntlich Baumann, Brieger und Stadthagen sowie andere 
Autoren gelegentlich in Gefolgschaft der Cystinurie auftreten 
sahen. 

Und doch handelt es sich bei der Cystinurie um eine 
Storung des Aminosiurestoffwechsels in groBem Stil; das offen- 
barte sich, als wir dazu iibergingen, das Schicksal einiger Ki- 
weibspaltprodukte im Organismus des Cystinurikers zu ver- 
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folgen. Bekanntermaben, und wie wir von neuem uns ad hoc 
iiberzeugt haben, verschwinden per os eingeftihrte Aminosiuren, 
wie Tyrosin, Leucin, Asparaginsaure, Cystin als solche spurlos, 
wenn man sie einem normalen Organismus einverleibt, indem 
sie in die Oxydationsprodukte, in CO,, NH,, resp. Harnstoff und 
Sauerstoffverbindungen des Schwefels iibergehen.'!) Ganz anders 
beim Cystinuriker: um es vorwegzunehmen, hier erscheinen 
verabreichte a-Aminosiuren fast quantitativ und voll- 
stindig unveriindert im Harn. Besonders interessant sind 
die Versuche mit den beiden Cystinformen. 

Verabreicht man dem Cystinuriker Proteincystin, das- 
selbe, das er ausscheidet, in einer Menge von 6 g, so addiert 
er dieses glatt zu seiner taglichen Ausscheidung. Im normalen 
Organismus verhiilt sich das Proteincystin total anders. J. W ohl- 
gemuth?) hat festgestellt, dab im Leibe des Kaninchens Cystin, 
soweit es resorbiert ist, oxydiert wird und zwar zum Teil zu 
Taurin, wiihrend der Rest in Form von Sulfaten und unter- 
schwefligsaurem Salz durch den Harn ausgeschieden wird. 
Die totale Zerstorung des Cystins im Organismus des Hundes 
hat schon friher Goldmann?) bewiesen, und wir haben fest- 
gestellt, dab ein normaler Mensch 8 g Cystin total verbrennt, 
gleichfalls unter Bildung von Sulfaten und Thiosulfaten. 

Dagegen verhilt sich der Cystinuriker gegeniiber dem 
isomeren Steincystin, wie der Gesunde zu Protein- 
cystin;*) d. h. dasselbe verschwindet als solches, dafiir 
tritt eine fast entsprechende Vermehrung der Sulfate und 
namentlich des neutralen Schwefels ein. Dieser Versuch zeigt 
in schéner Weise auch die physiologische Ungleichheit der beiden 
Cystinformen. 

Beziiglich der Ausscheidungsverhiiltnisse nimmt nun das 
Proteincystin durchaus keine Sonderstellung unter den a-Amino- 
siuren ein, denn der Versuch ergab, daB von 6g Tyrosin 

') Siehe E. Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 207 (1904). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 98 (1903). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. IX, S. 206. 

*) Leider haben wir nicht Material genug gehabt, um auch beim 
normalen Menschen Steincystin zu verfiittern. 
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ca. Dg, von 5g Asparaginsaure ca. 3,4 ¢ im Harn wieder- 
gefunden werden. Ausdriicklich méchten wir betonen, dab die 
Wahl der genannten Aminosiuren lediglich in Riicksicht auf 
analytische Verhiiltnisse, auf die Leichtigkeit des Nachweises, ') 
erfolgt ist, es unterliegt kaum einem Zweifel, dab jede andere 
Monoaminosiure der a-Reihe ganz das gleiche Verhalten zeigt. 

Auch die Diaminosiiuren haben wir in den Kreis 
unserer Versuche gezogen und zwar mit Arginin und Lysin 
experimentiert. Das Verhalten dieser Substanzen im Organis- 
mus des Cystinurikers ist ein ganz absonderliches. Im Gegen- 
satz zu den Monoaminosiiuren erleiden diese Korper namlich 
eine Verinderung: allein dieselbe fiihrt nicht etwa zu den 
Oxydationsendprodukten, sondern betrifft nur einen Teil des 
Molekiils. Bei dem Versuch, die verabreichten Diaminosauren 
in Form ihrer Phenylcyanatverbindung im Harn nachzuweisen, 
stieBen wir auf Substanzen, die sich als die entsprechenden 
Derivate der Diamine entpuppten, und zwar erhielten wir 
nach Verfiitterung von Lysin Cadaverin, nach Arginin das 
Putrescin. Wie schon vorher erwihnt, hat sich der gewohn- 
liche Harn unseres Cystinurikers stets frei von Diaminen er- 
wiesen: ihre Bildung abt sich kiinstlich durch Verfiitterung 
von Diaminosiuren erzielen, und die Tatsache, dafi nach Ver- 
abfolcung von Lysin CH,NH, — (CH,), — CH - NH, - COOH 
gerade Pentamethylendiamin CH, - NH, — (CH,), — CH, - NH,, 
nach Arginin NH, - C(NH)—NH - CH,—(CH,),—-CH - NH, —COOH 
Tetramethylendiamin NH, — CH, — (CH,), — CH,NH, auftritt, 
schhebt jede andere Deutung als die einer Abstammung aus 
den genannten Diaminosiiuren aus. Es handelt sich — unseres 
Wissens — hier um den ersten Fall, wo man direkt in vivo 
den Prozefi einer fermentativen CO,-Abspaltung demonstrieren 
kann, beim Arginin findet auBerdem noch die Loslésung eines 
Cyanamids, resp. Harnstoffrestes statt, 

NH, - C(NH) - NH — CH, — (CH,), — CH . NH, — COOH 
— NH,—CN -+- CO, -+- NH,CH, — (CH,), — CH, - NH, 


‘) Die Versuche sind vor der Veréffentlichung der Naphtalinsulfo- 
chloridmethode angestellt. 
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d. h. es verhalten sich die Diaminoséuren im Organismus genau 
wie bei den Reagensglasversuchen von Ellinger?). 

Leider haben wir bisher bei unserem Cystinuriker nicht 
entscheiden kénnen, ob die CO,-Abspaltung durch geformte oder 
ungeformte Fermente, durch Enzyme oder Darmbakterien, be- 
sorgt wird, denn unser Patient hat sich bisher zu subkutanen 
Kingriffen nicht bewegen lassen.?) 

Jedenfalls ist an einer Abstammung der Diamine von den 
entsprechenden Diaminoséuren nicht zu zweifeln und Baumanns 
Erklirung ihrer Entstehung durch Oxydation von Alkylmono- 
aminen nicht zutreffend. 

Betrachten wir die Gesamtheit unserer experimentellen 
Krgebnisse, so laBt sich auf Grund derselben die Cystinurie 
als eine Anomalie des Eiweifstoffwechsels der folgenden Art 
priizisieren. 

Der Cystinuriker vermag von den Eiweibspaltprodukten, 
die in seinem Organismus durch physiologische Prozesse ent- 
stehen, das Cystin nicht in normaler Weise zu verwerten und 
scheidet einen Teil derselben aus; die iibrigen Eiweifspalt- 
produkte unterliegen ihrem gewohnten Schicksal. Verabfolgt 
man letztere aber in Form freier, isolierter Aminosauren, 
so vermag er letztere im Gegensatz zum normalen Organismus 
nicht mehr zu verbrennen, und zwar verlassen a-Monoamino- 
siiuren den Organismus vollig unverindert. Ein prinzipiell gleiches 
Schicksal erleiden die viel basischeren Diaminosiiuren, doch wird 
aus letzteren der so wie so locker haftende Rest der CO, 
abgespalten, und es kommt zu einer experimentellen Di- 
aminurie. 


') Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 31, S. 3183 (1899). 

*) Inzwischen ist A. Kossel und Dakin (Diese Zeitschr., Bd. XLI, 
S. 321 [1904]) die interessante Auffindung eines Fermentes gelungen, das 
Arginin unter Abspaltung von Harnstoff in a-d-Diaminovalerianséure 
verwandelt. Aus dieser, dem Ornithin, kann dann durch CO,-Loslésung 
das Tetramethylendiamin entstehen. Durch die Entdeckung der Arginase 
wird unser Befund des Sonderlichen, das ihm fiir uns zuniichst (d. h. 1m 
Herbst 1903) anhaften mufte, entkleidet; zugleich eréffnet sich die Még- 
lichkeit, durch Ausfiihrung subkutaner Argininversuche am Cystinuriker 
die Wirksamkeit des harnstoffabspaltenden Fermentes in vivo zu zeigen. 
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Obgleich unsere Versuche bisher nur an einem Cystin- 
uriker ausgefiihrt sind, liegt kein Grund zur Annahme vor, daB sich 


andere Fille wesentlich abweichend verhalten. Dagegen ist es 
sehr wahrscheinlich und aus den vorhandenen Literaturangaben 
eiventlich ohne weiteres ersichtlich, dab es ihnlich wie beim 
Diabetes verschiedene Grade von Cystinurie gibt: das folgt aus 
der ganz verschiedenen Hohe, welche die Cystinausscheidung 
annehmen kann. Mit dieser Anschauung steht im besten Ein- 
klang, daB man gerade in den schweren Fiillen von Cystinurie 
Diaminausscheidung beobachtet hat, die demnach und nach 
unseren Experimenten der Ausdruck einer fortgeschritteneren 
Storung des Aminosiiurenstoffwechsels ist. 

Das Ergebnis unserer Versuche berechtigt uns zu dem 
Schlusse, daB wir in der Cystinurie eine der interessantesten 
Anomalien auf dem wichtigsten aller Stoffwechselgebiete, dem 
des Eiweibes, besitzen. Die weitere experimentelle Verfolgung 
dieser Verhiltnisse, von denen wir die chemische und_ bio- 
logische Blutuntersuchung bereits in Angriff genommen haben, 
erOffnel eine ganze Reihe von Perspektiven. 

Wohl die wichtigste Frage, die sich auf Grund unserer 
Versuche erhebt, ist die, ob es tiberhaupt bei dem physio- 
lovischen Abbau der Eiweibstoffe im Organismus des Menschen 
zu eier weitgehenden Aufspaltung in kristallisierende Pro- 
dukte kommt. Ist dieses der Fall, so ist es schwer verstiindlich, 
warum der Cystinuriker, fiir den wir das Unvermoégen nachge- 
wiesen haben, per vias naturales eingefiihrte einfache Spaltungs- 
produkte, wie Tyrosin, Leucin, Asparaginsaure, zu verbrennen, 
diese Aminosiuren nicht auch normalerweise ausscheidet. Die 
Kigenstellung des Cystins mag in einer besondern, vielleicht 
lockeren Art der Bindung im Eiweifmolekiil bedingt sein, 
wofiir auch manches im chemischen Verhalten dieser Gruppe 
spricht. 

Diese wichtige Frage ist durchaus nicht der Beantwortung 
durch das Experiment unzugiinglich. Versuche mit Peptiden, 
Peptonen und Albumosen, die wir begonnen haben, miissen 
ja die Grenze zeigen, von der ab die Ausscheidung unterbleibt 
und die Ausnutzung im Organismus beginnt: und so steht zu 
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hoffen, daB die bisher eigentlich mehr als Kuriositat betrach- 
tete Cystinurie, bei den tiberraschenden Versuchsbedingungen, 
die sie bietet, berufen ist, fir die Ernahrungsphysiologie einige 
sichere Entscheidungen im gegenwdartigen Widerstreit der Mei- 
nungen zu erbringen. Ist es doch eine alte Erfahrung, da6B uns 
die Natur in ihren Anomalien oft ungeahnte Einblicke in die 
Geheimnisse sonst verschlossener Gebiete verstattet. 


Krankenbericht. 


Herr O. N., Kaufmann, war zur Zeit der Versuche 54 Jahre alt. 
Kr stammt aus einer Familie, in der Steinleiden haufig sind. Der Vater 
litt an Gallensteinen, verschiedene Geschwister des Vaters litten an 
Gallen-, Nieren-, Blasensteinen. 

Herr N. selbst hatte zuerst im Jahre 1879 einen Anfall von 
Nierenkolik, spater in den Jahren 1883—84 wieder verschiedene Anfiille. 
wobei Gries und ein dattelkernartiger Stein abgingen. Im Jahre 1886 
wurde dann Cystin im Harn entdeckt. Herr N. besucht seit 1880 Karis- 
bad bis Jetzt 17 mal —, bei den dortigen Harnuntersuchungen wurde 
das Cystin, seitdem es zum ersten Male festgestellt war, stets wieder 
gefunden. — Weitere Fille von Cystinurie kommen, soweit ermittelt 
werden konnte, in der Familie nicht vor. 

Beschwerden hat der Kranke von seiner Affektion keine, nu 
macht sich die Cystinausscheidung subjektiv bemerklich als Prickeln 
in der Harnréhre, sobald der Harn konzentriert und damit prozentisch 
reicher an Cystin ist. Herr N. ist sonst — bis auf allgemeine Ner- 
vositat gesund., 


Experimentelles. 
I. Uber die Natur des Harncystins. 


Fiir unsere Versuche standen uns 10 | Harn zur Ver- 
fiigung, die an 6 aufeinanderfolgenden Tagen gelassen waren, 
sowie 3'/e |, die aus verschiedenen Nachtportionen stammten. 
Zu dem mit Chloroform konservierten Urin wurde Essigsiure 
bis zur deutlich sauren Reaktion gefiigt und nach einigen 
Tagen das Sediment abfiltriert. Zur Befreiung von Uraten und 
anderen Verunreinigungen wurde es aus heifem Ammoniak von 
ca. 10°/o umkristallisiert. So erhielten wir 4,063 g des reinen 
Priparates. 
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Die Verbindung gab nicht die Bambergersche') Hydroxam- 
siurereaktion; die Phenylcyanatverbindung,’?) die wir aus 2,40 g 
darstellten, zeigte den Schmelzpunkt 160° (korr.) unter Auf- 
schiiumen; eine Stickstoffbestimmung kontrollierte die Reinheit 
der Substanz. 


C,,H,.O,N,5, berechnet: N 11,72°% 0; 
ao on © GO ; ’ 
gefunden: N = 11,80 °%o. 
Danach ist das Harneystin mit dem Proteincystin un- 
zweltelhaft identisch. 


II. Die Zusammensetzung des gewOhnlichen Cystinharns. 


Zur Bestimmung des Stickstoffs und der verschiedenen 
Schwefelformen diente eine Tagesmenge von 1650 cem. 

Bei Beginn der Verarbeitung hatte sich bereits ein be- 
triichtliches Sediment von Cystin gebildet; um dessen Ab- 
scheidung moglichst zu vervollstindigen, wurde der mit Chloro- 
form konservierte Harn mit 2 ccm Eisessig versetzt, der nach 
i8stiindigem Stehen gebildete Niederschlag wurde abfiltriert 
und nach Verdunstung des anhaftenden Chloroforms aus heibem 
Ammoniak umkristallisiert. Isoliert wurden 0,431 g Cystin. 

In 10 cem des Filtrats wurde der Stickstoff nach 
Kjeldahl bestimmt; der Gehalt daran betrug 0,0796 g. 

Die Ermittelung der Schwefelformen geschah in der 
liblichen Weise nach Salkowski in dem vom auskristallisierten 
Cystin befreiten Harn. 


In 100 cem betrug die Gesamtschwefelsiure 0.1360 ¢g 
» HOO > » » Menge der Gesamtschwefelsdure 
+ neutralem Schwefel 0.0788 
50,0 » ergab sich die Quantitit der Atherschwefel- 
siure zu 0) ,0064 
Die Menge nach Harnsdure, ermittelt nach Salkowski- 
Ludwig, betrug in 150 ccm 0,0473 
Die Quantitat des Harnstoffs war in 5,0 cem 0.0737 » 


') Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 36, S. 711 (1903); das isomere 
Steincystin zeigt positiven Ausfall bei dieser Probe. 

*) Dieselbe ist inzwischen auch von Patten, aber nicht in ganz 
reinem Zustande, erhalten. 
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Daraus ergibt sich folgende Zusammensetzung des Harns, 
welche, abgesehen von der Cystinausscheidung, vollstandig die 
eines normalen Urins ist. 


Gesamtmenge: [650 ccm 


N-Gehalt 13.1340 ¢ 
Gesamt-S (als H,SO,) 2 6004 
Gesamtschwefelsiure 2.2440 » 
Atherschwefelsiiure 0.2112 
Neutraler S (als H,SO,) 0.5564 
Harnsiiure 0.5203 
Harnstoff 24.3210 


Die Menge des ausgeschiedenen Cystins wurde in der 
angegebenen Weise an mehreren Tagen bestimmt. Sie betrug 
O486 g, 0.507 g und 0,439 g; im Mittel also 0,466 g. 

Nach der Filtration vom ausgeschiedenen Cystin zeigte 
der leicht essigsaure Harn auch nach starker Konzentration 
keinerlei Drehungsvermégen: durch Behandlung mit Benzoyl- 
chlorid nach E. Goldmann und Baumann!) wurden nur 
Spuren des entsprechenden Cystinderivats, aber keine andere 
Aminosiiure aufgefunden. Die Millonsche Reaktion war auch 
im frischen Harn negativ. 

Die Priifung auf Diamine, deren Gegenwart sich tbrigens 
auch bei der Behandlung mit Benzoylchlorid hitte zeigen mtssen, 
nahmen wir an einer neuen, gleichfalls von Cystin mdglichs! 
befreiten Harnportion nach den Angaben von Baumann und 
v. Udranszky?) vor: wir konnten jedoch auch nicht Spuren 
von Basen auflinden. 

Unser Fall von Cystinurie gehért also zu denen, die 
ohne Ausscheidung von Diaminen verlaufen; letztere sind 
wohl iiberhaupt hiiufiger, denn nur in 3 Fallen, dem erwahnten 
von Baumann und Udranszky ?) und in zweien von L. Brieger 
und Stadthagen,*) ist diese Kombination bisher exakt nach- 


gewlesen. 


'Y E. Goldmann und Baumann, Diese Zeitschrift. Bd. XI, 
S. 254 (1888). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XUI, S. 564 (1889). 

3) Berliner klin. Wochenschr., 1889, S. 345. und Virchows Archiv. 
Rd. 115, S. 490 
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Ill. Verhalten der Monoaminosauren beim Cystinuriker. 


A. Tyrosin. 


Die Versuchsperson erhielt 6,02 g_ reinstes, mehrfach 
umkristallisiertes, durch Trypsinverdauung von Fibrin darge- 
stellies optisch aktives!) Tyrosin (eingeriihrt in Kartoffelbrei). 
Der innerhalb 48 Stunden gesammelte Harn (fast 31) gab eine 
enorme Rotung mit Millons Reagens: er enthielt mehrere 
Stunden nach der Ausscheidung ein Sediment, das sich aul 
Zugabe von Essigsaure (unter Toluolzusatz) bei zweiléigigem 
Stehen noch vermehrte. Der Niederschlag bestand, wie der 
negative Ausfall der Millonschen Probe lehrte, aus Cystin. 
das frei von Tyrosin war. 

Zur Isolierung des letzteren wurde das essigsaure Filtrat 
auf etwa 40 cem auf dem Wasserbade konzentriert; schon 
beim Einengen kristallisierte reichlich Tyrosin aus, dessen Ab- 
scheidung durch mehrtiigiges Stehen im Eisschrank vervoll- 
stiindigt wurde. Dasselbe wurde dann auf der Nutsche ab- 
eesaugt, wiederholt mit kaltem Wasser gewaschen und _ schlief- 
lich aus siedendem Ammoniak unter Zusatz einer Messerspitze 
Knochenkohle umkristallisiert. So resultierten 4.82 ¢ weibes 
Tyrosin, dessen Reinheit durch die Analyse kontrolliert wurde. 

Berechnet fiir C,H,,O,N: C 59,67°0; H = 6,08 %o 
Gefunden: C = 59,53°%/o: H 6.30°/o 


b. Asparaginsaure. 


Die Versuchsperson erhielt auf demselben Wege 5,0 g 
reine Asparaginsiure. Der innerhalb 48 Stunden entleerte 
Harn — 2850 cem — wurde mit Essigsiiure versetzt, vom 
auskristallisierten Cystin abfiltriert, mit Bleiessig ausgefallt, 


') Hier wie in allen Filien wurden die natiirlichen, optiseh 
aktiven Aminosiuren verfiittert. Da es sich bei der Cystinurie um 
eine allgemeine Stérung des Aminosiiurenstoffwechsels handelt, kann man 
hier die in vielen Beziehungen wichtige Frage nach dem physiologischen 
Verhalten der optischen Antipoden und Racemverbindungen 
dieser Eiweifispaltprodukte im Organismus verfolgen. Solche Versuche, 
die sich bis zum gewissen Grade auch bei der Phosphorvergiftung oder 
Leberatrophie anstellen lassen, michten wir uns vorbehalten 
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auf ein kleines Volumen verdampft, nach zweitagigem Stehen 
in der Kiilte von den geringen, wiederum entstehenden Aus- 
scheidungen abfiltriert und nunmehr mit einer konzentrierten 
Losung von Quecksilberacetat versetzt. Der massige weile 
Niederschlag wurde abgesaugt, erst mit Quecksilberacetatlosung, 
dann mit Wasser ausgewaschen und in fein zerriebenem Zu- 
stande in wiisseriger Suspension mit Schwefelwasserstoff zer- 
legt. Das klare Filtrat vom Quecksilbersulfid wurde auf dem 
Wasserbad zum Sirup eingedampft, der nach genauer Neutrali- 
sation mit Ammoniak (Fortkochen eines geringen Uberschusses), 
mil einer gesiittigten Lésung von essigsaurem Kupfer versetzt, 
die sofort das in lichtblauen Nadeln_ kristallisierende Kupfer- 
salz zur Abscheidung brachte. Das nach einigem Stehen ab- 
filtrierte Kupfersalz wurde erst in der Kalte, dann auf dem 
Wasserbade mit H,S zerlegt: die durch kolloidales Schwefel- 
kupfer getriibte Fliissigkeit konnte durch Zusatz von bBlei- 
karbonat und erneutem Einleiten von Schwefelwasserstoff vollig 
gekliirt werden und lieferte beim Eindampfen analysenreine 
Asparaginsiiure in einer Menge von 3,37 g. 
Berechnet fiir C,H,NO,: C = 36,099/o; H == 5,26%o; N = 10,53%0 
Gefunden: C 35,88°/o; H = 540°; N = 10,58°%/o 


C. Proteineystin. 


Der Cystinuriker erhielt 6 g reines, schneeweibes, mehr- 
fach umkristallisiertes Cystin, das aus Menschenhaar darge- 
stellt war: die Verbindung wurde wiederum in Kartoffelbrei 
verabfolgt. Der dieses Mal 72 Stunden gesammelte Harn 
5230 cem — zeigte ein hohes, dichtes Sediment von Cystin. 
Leider erhielten wir nur den Mischharn von drei Tagen, sodal 
wir iiber die Schnelligkeit der Ausscheidung vom eingefiihrten 
Cystin nicht orientiert sind. Die Cystinmenge am Tage vor 
Beginn des Versuches betrug 0,388 g. Die Quantitaét des ais 
Sediment abgesetzten und nach Konzentration auf ca. 250 ccm 
bei essigsaurer Reaktion auskristallisierten Cystins betrug zu- 
sammen 7,04 g. Subtrahiert man von dieser Zahl die tagliche 
Ausscheidung von etwa 0,4 g und zieht den in Losung ver- 
bliebenen (nicht bestimmten) Cystinanteil in Betracht, so is! 
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ersichtlich, daB annihernd das ganze zugeftihrte Cystin wieder 


ausgesechieden wird. 

Die aus Ammoniak einmal umbkristallisierte Thioamino- 
siure wurde durch eine Stickstoffbestimmung auf ihre KRein- 
heit kontrolliert. 

Berechnet: N = 11,67°/o 
Gefunden: N = 11,80°/o 


D. Steincystin, 


a 

t Der Versuchsperson wurden in gleicher Weise 3,52 g 
mehrfach umkristallisiertes Cystin aus menschlichen Steinen 
beigebracht. Der wihrend 48 Stunden gesammelte Harn — 
3070 cem — wies kein gegen die Norm verstiirktes Sediment 
auf. Die in der mehrfach angegebenen Weise isolierte Menge 
des Cystins betrug nur 0,866 g, d.h. nicht mehr als der ge- 
wohnlichen taglichen Ausscheidung entspricht. 

[ Kin Teil des filtrierten Harns diente zur Bestimmung des 

Stickstoffs und Ermittlung der Schwefelformen. 


In 10 cem wurden 0,0822 g N gefunden. 

Die Gesamtschwefelsdure betrug in 100 cem: 0,2084 g. 

In 50 ccm wurden 0,0072 ¢ Atherschwefelsiure gefunden. 

Die Quantitét der Gesamtschwefelsiure -- neutralem 
Schwefel wurde in 50 cem zu 0,1340 ¢ bestimmt. 

Vergleicht man diese Zahlen mit den entsprechenden fir 
die Schwefelformen des gewohnlichen Cystinharns (siehe S. 347), 
so ist ersichtlich, daB eine erhebliche Zunahme der Sulfate und 
der sogenannten neutralen Schwefelverbindungen erfolgt ist. 

Bei der Priifung des Harns in der von KE. Salkowski!) 
sowie von J. Wohlgemuth?) angegebenen Weise zeigte sich 
ein betrachtlicher Gehalt an unterschwefligsaurem Salz. 

Das Schicksal des Steincystins ist im Organismus des 





Cystinurikers demnach ganz verschieden von dem des Protein- 
cystins, indem es der totalen Oxydation zu Siuren des 
Schwefels anheimfiallt. 


') Virchows Archiv, Bd. 66, S. 315 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 85 
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IV. Verhalten der Diaminoséauren beim Cystinuriker. 


A. Lysin. 


In der mehrfach angegebenen Weise wurden der Ver- 
suchsperson 6,1 @ rechtsdrehendes Lysindichlorid verabfolgt. 
Die Menge des 48 Stunden gesamme!'ten Harns betrug 2940 ccm. 
die Menge des Cystins 0,588 g. Der vom ausgeschiedenen 
Cystin befreite Harn wurde schwach mit Schwefelsaure an- 
vesiuert und mit Phosphorwolframsiure ausgefallt. Der aus- 
sewaschene Niederschlag wurde nach Kossels Angaben mil 
Baryt zerlegt; nach Entfernung des Barytiiberschusses durch 
CO, resultierte eine total optisch inaktive, stark alkalische 
Losung, aus der wir nach Herzogs Vorschrift!) die Phenyl- 
eyanatverbindung darzustellen suchten. Das Verhalten der mit 
NaOH versetzten Losung zu Phenyleyanat war jedoch ein ganz 
ungewoOhnliches: jeder Tropfen des einfallenden Isocyanats hatte 
unter deutlicher Erwarmung die sofortige Abscheidung eines volu- 
minOsen Niederschlags zur Folge. Als sich dessen Menge auf 
erneuten Cyanatzusatz nicht mehr vermehrte, wurde er ab- 
liltriert (Niederschlag 1) und das Filtrat aufs neue mit 8 ccm 
Phenyleyanat und 20 cem "/1 - NaOH unter Kiihlung mehrere 
Stunden bis zum Verschwinden des stechenden Geruches ge- 
schiittell. Nach Filtration vom ausgeschiedenen Diphenylharnstof! 
wurde mil HCl angesiiuert: es entstand jedoch kein eigentlicher 
Niederschlag, sondern es fielen nur einige, wie Aluminium- 
hydroxyd aussehende Flocken aus (Fiillung I), die wegen ihrer 
minimalen Menge nicht weiter untersucht werden konnten. 

Der dichte Niederschlag | wurde nunmehr_ untersucht. 
Durch seine fast véllige Unléslichkeit, selbst in siedendem 
Alkohol, zeigte sich, da® er nicht aus Diphenylharnstoff be- 
stand. Als einziges brauchbares Lésungsmittel erwies— sich 
Pyridin, woraus die Verbindung auf vorsichtigen Zusatz von 
Wasser in schneeweifben Kristallen ausfallt. Nach nochmaliger 
W iederholung dieses Verfahrens besitzen letztere den konstanten 
Schmelzpunkt 207°; die Quantitaét betrug 2,930 g. 





‘) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 524. 
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Uber Cystinurie. I. 3d3 
Die Unldslichkeit in Alkali lehrte, da6B die Verbindung 

keine Karboxylgruppe besitzt. Die Analyse ergab folgende Zahlen : 
01185 ¢ Substanz ergaben 0,2904 g CO, und O,O8L g H,0. 
0.1379 20.4 cem N bei 209 und 750 mm. 
Daraus ergibt sich C 66.74%: H 7 46%,o: N 16,295. 
Diese Daten stimmen gut mit den theoretisch fiir das 

Diphenylcyanatpentamethylendiamin 

C,H, -HN.CO NH. CH, — (CH,),-—- CH,NH— CO - NH- C,H 


Berechnet fiir C,H,,N,O,: GC = 67,60° 0; H = 7,069; N = 1647°o 


verlangten tiberein. In der Tat ergab der Versuch mit synthe- 
tischem Cadaverin die Identitiit der beiden Phenylevanate (siehe 
die folgende Mitteilung). 


B. Arginin. 


Die zweitiigige Harnmenge nach analoger Verabfolgung 
von 440 ¢ Argininkarbonat betrug 2870 cem, die Quantitat 
des Cystins 0,606 g. 

Die analoge Behandlung mit Phosphorwolframsaure und 
Verarbeitung der Fiillung lheferte auch hier eine = alkalisch 
reagierende, optisch inaktive Fliissigkeit. Aus einer Probe 
derselben konnte durch Silbersulfat und Baryt keine Arginin- 
verbindung erhalten werden. Deshalb wurde die Hauptmenge 
samt der vom Silber und Baryt wieder befreiten Probe in der 
beim Lysin angegebenen Weise mit NaOH und Phenyliso- 
cyanal behandelt. Die Prozedur verlief unter ganz aébnlichen 
krschemungen. Bei alkalischer Reaktion schied sich wieder 
ein reichlicher Niedersechlag aus, wiihrend nachheriger Zusatz 
von HCl nur eine minimale gallertige Fillung hervorrief. Durch 
Umlosen aus Pyridinalkohol wurden 1,833 g Diphenyleyanat- 
telramethylendiamin vom Schmelzpunkt 258—240° erhalten, 
dessen Zusammensetzung sich 

= C,H, . HN - CH, —(CH,), —CH, - NH - C,H, 
durch die Analyse ergab. Die Natur dieses Harnstoffes wurde 
wiederum durch Vergleich mit dem entsprechenden Produkt 
aus synthetischem Putrescin sicher gestellt (siehe die folgende 
Mittetlung). 
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0.1023 ¢ Substanz ergaben 0,2480 g CO, und 0,0620 g H,0. 
0,0972 » . > 15,0 com N bei 17° und 756 mm. 
C,,H,.N,O, berechnet: C 66,25°/o; H = 6,74°%o; N = 17,17%0 

gefunden: C = 66,11°%o; H = 6,73°9/o; N = 17,28°/o 

Schon friiher (S. 341 und 348) ist angegeben, daB der Harn 
unseres Cystinurikers keine Diamine enthielt. Das Auftreten 
von Tetramethylendiamin nach Arginindarreichung und von 
Pentamethylendiamin nach Lysinverabfolgung schlieBt schon jede 
andere Annahme als die einer Entstehung aus den entsprechenden 
Diaminosiiuren aus. Trotzdem haben wir mit der Phenyl- : 
cyanatmethode, die schiarfer als die alten Verfahren zur Priifung 
auf Diamine ist, in der angegebenen Weise gewohnlichen Cystin- 
harn geprift, aber auch so mit negativem Hesultat. 
































Zur Kenntnis der Diamine. 


Von 


A. Loewy und C. Neuberg. 


Aus dem chemischen Laboratorium des pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. November 1904.) 


Zur Abscheidung der Diamine aus Harn ete. existieren bisher 
zwei Methoden, die Uberfiihrung in die Benzoylverbindung 
nach v. Udranszky und Baumann!) und das Verfahren von 
Brieger und Stadthagen,?) nach dem die Basen zuniéchst 
als Quecksilberdoppelsalze gefallt und dann in die Pikrate um- 
sewandelt werden. 

Wie in der voraufgehenden Mitteilung angegeben ist, sind 
wir bei dem Versuch, Lysin und Arginin als Phenylhydantoine 
abzuscheiden, auf die entsprechenden Harnstoffderivate des 
Cadaverins und Putrescins gestoben. Um die I[dentitét dieser 
bei kiinstlicher Diaminurie erhaltenen Verbindungen mit den 
synthetischen Produkten zu prifen, haben wir letztere dar- 
gestellt, da sie unseres Wissens bisher nicht beschrieben sind. 


Phenylcyanattetramethylendiamin 
CH, - HN - CO. NH — (CH,), — NH - CO - NHC,H,. 


0,88 g Tetramethylendiamin werden in 50 ccm absolut 
trockenem Ather gelist, resp. suspendiert, und unter Kiihlung 
durch Eis mit 2,5 g Phenyltisocyanat, gelést in 30 cem Ather, 
versetzt. Momentan scheidet sich der Harnstoff unter lebhafter 
Reaktion in quantitativer Ausbeute ab. Nach dem Waschen 
mit Ather ist die Verbindung rein. 


'; Diese Zeitschrift, Bd. XIII, S, 564 (1889). 
*) Berliner klin, Wochenschr., 1889, S. 345. 
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C,,H,,N,O. berechnet: C = 66,25°%o; H = 6,75°%0; N 17,17). 
gefunden: C 66,30°/o; H = 6,83°%o; N 17,35 °/o 
Der Schmelzpunkt der Substanz liegt bei 240° (korr.). 
Sie ist unloslich in Wasser, Aceton, Benzol, Ligroin, Essigither, 
Schwefelkohlenstoff und kaltem Alkohol. Von letzterem wird 
sie in der Siedehitze spurenweise aufgenommen. Sie ist loslich 
in heifem Nitrobenzol, Anilin und namentlich in warmem Pyridin., 
Aus letzterem oder einem Gemisch von letzterem mit Aceton 
kristallisiert sie in prachtvollen zu Garben und biischeln ver- 
einiglen Nadeln, die keinen hOheren Schmelzpunkt als das direkte 


Reaktionsprodukt besitzen. 


Phenyleyanat-pentamethylendiamin 
C,H, - HN . CO. HN — (CH,), — NH. CO. NH. C,H, 
entsteht in absolut gleicher Weise aus 1,02 ¢ Pentamethylen 
diamin und 2.5 g¢ Phenylisocyanat in atherischer Losung. Die 
Ausbeute ist auch hier quantitativ. Die Verbindung, deren 
Schmelzpunkt bei 207—209° (korr.) legt, besitzt unter dem 
Mikroskop die gleiche Kristallform wie das Putrescinderival, 
vielleicht sind die Kristalle im einzelnen etwas kleiner. Die 
Loslichkeitsverhaltnisse sind denen der Tetramethylenverbindung 
hochst ahnlich, nur die Loslichkeit in Pyridin ist eme etwas 


grobere. 


C,oH,,N,O, berechnet: G == 67,00°jo; H = 7,06%o; N = 16,47% 
cefunden: C == 66.86°/o: H = 7,.09°/o: N — 16,.60° 


In der voraufgegangenen Mitteilung ist gezeigt, wie die 
Phenyleyanatverbindung mit Vorteil zur Isolierung der Diamine 
aus dem Harn dienen konnen. Da Phenyleyanat sich einerseits 
in wiisseriger L6sung nicht mit Kohlehydraten vereinigt, das Cystin- 
derivat andererseits sich nicht bei alkalischer Reaktion, sondern 
erst auf Siurezusatz abscheidet, so ist auf diesem Wege die 
Trennung der Diamine von den genannten Substanzen_ leicht 
zu bewerkstelligen, die bei den alten Verfahren, insbesondere 
der Benzoatmethode, Schwierigkeiten macht. 

Liegen Gemische von Putrescin und Cadaverin vor, so is! 
eine Trennung beider durch die Phenylharnstoffderivate bis zu 
einem gewissen Grade ebenfalls méglich. Fiigt man zu eine! 
nach dem Abkiihlen gerade gesittigten Losung der trockenen 
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Phenyleyanatverbindungen in Pyridin wasserfreies Aceton, so 


fillt momentan das Tetramethylenderivat aus, wahrend die Penta- 
methylenverbindung sich erst bei mehrstiindigem Stehen aus 
dem Filtrat abscheidet. Beide Fraktionen koénnen durch noch- 
maliges Umkristallisieren dann gereinigt werden. 

Die Trennung der Gemische gestaltet sich bei den alteren 
Verfahren kaum einfacher. 


Bei der Darstellung der Phenyleyanatverbindungen — in 
wiisseriger LOsung haftet diesen natirlich durch Zersetzung 
des Karbonils entstehender Diphenylharnstoff an, wenn = die 
Additionsprodukte bei alkalischer oder neutraler Reaktion aus- 
fallen. Die Derivate der Diamine sind aber selbst in siedendem 
Alkohol so sehwer loslich, daB sie durch Auskochen mit Alkohol 
leicht von dieser Beimengung befreit und dureh Umkristallisieren 
volig gereinigt werden k6nnen. 

Am Athylendiamin haben wir weiter festgestellt, daB 
es zur Ausfiihrung der Reaktion nicht einer weitgetriebenen 
Reindarstellung der Base durch Behandlung mit) Phosphor- 
wolframsiture und Baryt bedarf, sondern daB sich dieselbe auch 
in salzreicher L6sung vollzieht. 


Phenvicyanat-athylendiamin 
C.H,HN - CO. NH —(CH,), —NH - CO - NHC,H, 
entsteht aus 1,33 g¢ Chlorhydrat der Base in wisseriger LOsung 
und einem Uberschu8 von Lauge (40,0 cem n-KOH) beim 
Schiitteln mit 2,50 g Phenyleyanat. In kurzer Zeit scheiden 
sich dichte weibe Knollen des Additionsproduktes aus, das mif 
Wasser und verdiinnter Essigsiiure ausgewaschen, mit Alkohol 
ausgekocht und aus siedendem Pyridin, in welchem es schwer- 
loslich ist, umkristallisiert wird. Der Schmelzpunkt der Ver- 
bindung ist 263°. Die Ausbeute ist quantitativ. 

Gefunden: N == 18,882. 
Fir C,,H,.N,O. berechnet: N 18,79 Jo 





Sind die proteolytische und milchkoagulierende Fermentwirkungen 
verschiedene Eigenschaften eines und desselben Fermentes? 


Von 
Ivar Bang (Lund, Schweden). 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Oktober 1904.) 


lm Bande XLII, Seite 415 ff. haben Herr Prof. Pawlow und Agro- 
nom Parustschuk einige Untersuchungen verdffentlicht, welche beweisen 
sollen, daf\ die Labwirkung nur eine Eigenschaft des Pepsinfermentes 
bilde. Ein selbstandiges Labferment komme iiberhaupt nicht vor. 

Nach meiner Ansicht sind die von den Verfassern publizierten 
Tatsachen nicht iiberzeugend. Im Gegenteil glaube ich, dafs die dargelegten 
Argumente die dualistische Auffassung der tibrigen wissenschaftlichen 
Welt nicht erschiittern kiénnen, welche Auffassung man also bis auf 
weiteres aufrechthalten darf. 

Die Wichtigkeit der Frage ist fiir mich die Veranlassung, gegen 
den iibrigens so hoch verdienten Herrn Prof. Pawlow eine abweichende 
Meinung zu dufern. 

Nachdem die Verfasser ihre unistische Theorie durch verschiedene 
Versuche niher begriindet haben, erklaren sie 8S. 433, dah die «Tatsachen 
und Befunde, mit denen man noch bis heute bewiesen zu haben glaubt, 
daf’ beide von uns untersuchten Wirkungen von zwei grundverschiedenen 


Fermenten ausgeiibt werden ...in Anbetracht der neueren Untersuchungs- 
ergebnisse ... von neuem nachgepriift und beurteilt werden» miissen. 


Diese Nachpriifung haben aber die Verfasser meines Erachtens 
nicht in tiberzeugender Weise ausgefiihrt. Sie haben naimlich die Tat- 
sache nicht in Betracht gezogen, dafs die Labfermente der verschiedenen 
Tiere gar nicht identisch sind, im Gegenteil recht erhebliche Differenzen 
darbieten. Wenn deswegen die Verfasser ihre Ergebnisse mit dem Hunde 
labe als Beweis gegen die Resultate der friiheren Untersuchungen mit 
anderen Labsorten anfiihren, kann man dieser Argumentation nicht bei- 
stimmen, 

Will man die friiheren Ergebnisse beurteilen, muf$ man unbedingt 
auch dasselbe Lab untersuchen. 

Die Richtigkeit dieser Forderung geht schon aus den eigenen Ve! 
suchen der Verfasser deutlich hervor. 
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Bekanntlich wird allgemein angenommen, dafs die Chymosinquan- 
tititen sich umgekehrt verhalten wie die Gerinnungszeiten. «Man kann 
sich jedoch leicht tberzeugen», bemerken die Verfasser 8S. 433, «daf 
diese Regel sich im Falle von schwachen Fermentlisungen als unzu- 
linglich erweist», wie aus der Tabelle XIII auch ganz richtig hervorgeht. 

Hiermit ist jedoch nicht bewiesen, dafs dasselbe auch beim Kalbs- 
lab (Chymosin) (beinahe samtliche friiheren Untersuchungen sind mit 
diesem Lab ausgefiihrt worden) der Fall sein muf.. Es kann nimlich 
ebenso gut ein Unterschied zwischen diesen Labsorten obwalten und 
erst eine vergleichende Untersuchung der Labfermente kann_hieriiber 
ein bestimmtes Urteil erméglichen. Eine solche haben jedoch die Ver- 
fasser nicht ausgefiihrt, was um so bemerkenswerter ist, als ich *) fiir das 
Schweinelab eine analoge Differenz in bezug auf die Verdiinnungskurven 
nachgewiesen habe. 

Kine Vergleichung des Versuchs Nr. V meiner Arbeit und die Ta- 
belle XII in der Mitteilung von Pawlow und Parastschuk demonstriert 
dies ganz deutlich: 


Tabelle XIII. 

















Hundelab (Brotsaft) Parachymosin Chymosinlésung 
Po ‘oe Koagu- | Fer- | Koagu- “1 Fer- | Koagu- 
Milch | Saft lationszeit Milch ment | lationszeit Milch ment |lationszeit 
| | | 
10 | 1 2 30” | 10 4! 
lo | O02 10’ 5” 10 ‘Ve W 30” 10 "ly 8 30” 
(0 | Of | 84°10’] 10 ly | 40° 10 le | 17" 
20 | O4 | 159% 10 ‘ls | Keine in | 10 tls | 38/ 30” 
| Stunden 








Wie man sieht, stimmt das Hundelab besser mit dem Parachymosin 
als mit dem Chymosin iiberein. Aus den Erhitzungsversuchen 
last sich jedoch schliefen, daf§ das Hundelab auch von dem Parachy- 
mosin verschieden ist. Das Parachymosin vertragt ohne gréferen Schaden 
eine Erhitzung bis 70° (und kann auf diese Weise vom Pepsin gereinigt 
werden) waihrend Hundelab schon bei 62° zerstért wird. 

Das Hundelab reprasentiert somit wahrscheinlich ein neues von 
den ubrigen verschiedenes Labferment. Was die friiheren Forscher, wie 
lammarsten, Glaf\ner u. a. tiber die isolierte Darstellung der be- 
treffenden Fermente mitgeteilt haben, wird deswegen nicht durch die 
Nachpriifungen der Verfasser berihrt. 


‘) Uber Parachymosin, ein neues Labferment. Pfliigers Archiv, 
Bd. 79, S. 425 ff. 
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Ks ist aber auch nicht den Verfassern gelungen, einwandfrei nach- 
zuweisen, dafs beim Hunde Pepsin und Lab durch ein und dasselbe 
Ferment gebildet wird. Die Verfasser haben ihre Gerinnungsversuche be; 
saurer Reaktion vorgenommen. Es ist aber nicht untersucht worden. 
ob hierbei Casein oder Kise ausgeschieden ist. Zwar wurde in den Kon- 
trollversuchen das Casein erst nach 10 Stunden ausgefallt, es ist aber 
a priori durchaus nicht ausgeschlossen, dafs bei einem gréferen oder 
geringeren Teil der Versuche eine Beschleunigung der Caseinfillune 
und nicht eine Gerinnung vorlhegt. Das Gerinnungsprodukt ist niemals 
untersucht worden. 

Aber wenn auch immer eine eigentliche Gerinnung  stattgefunden 
hatte, ist hier nicht bewiesen, dafs «der althergebrachten Meimuneg, dafs die 
vroteolytische und milchkoagulierende Fermentwirkung spezifischen fer- 
menten angehdren, jeglicher Boden unter den Fiiffen» entzogen worden 
ist. Der Publikationstitel der Verfasser formuliert auch das Problem eiwas 
anders. Hier ist naémlich die Aufgabe gestellt. zu entscheiden, ob eine 
proteolytische und milchkoagulierende Wirkung demselben Eiweififermenti 
zukommt und nicht, ob Pepsin und Lab zwei Eigenschaften eines Fer- 
mentes darstellen. Man kann namlich sehr wohl annehmen, dafs Lab und 
Pepsin verschiedene Fermente sind, obwohl das Pepsin auch eine milch- 
koagulierende Wirkung, welche nur bei saurer und nicht bei neutra 
Reaktion sich entfaltet, besitzt. In der Tat habe ich bei meinen Lab- 
untersuchungen Tatsachen, welche eine solche Auffassung nicht unwalir- 
scheinlich machen, beobachtet, leider aber nicht weiter verfolgt. ich 
finde auch, dafS die Ergebnisse der Verfasser am besten mit einer solchen 
Auffassung iibereinstimmen. 

Deshalb miissen auch Chymosin und tiberhaupt Labuntersuchungen 
hei streng neutraler Reaktion ausgefiihrt werden, wie auch die friiheren 
Forseher es gemacht haben. 

Zuletzt will ich in Anbetracht der Aufforderung der Verfasser, cin 
pepsin- resp. labfreies Ferment ihnen zuzusenden, bemerken, dafs ich: 
gern bereit bin, ein pepsinfreies Parachymosin oder chymosinfreies Pepsin 
zur Benutzung der Herren Pawlow und Parastschuk darzustellen 
Da man aber imstande ist, sich in zwei Minuten durch Erhitzen ein 
pepsin{freies Parachymosin zu verschaffen und nach einer Digestion von 
zwei Tagen ein Kalbspepsin zu bereiten, welches nach der Neutralisation 
mit CaCO, keine Milch koaguliert (siehe meine Arbeit 8. #27 und 455), 
so ist dies vielleicht vorlaufig tberfliissig. 

1904. 


10. Oktober 





Lund. 















































K. H. Huppert + 


Am 19. Oktober starb einer der Mitbegriinder 
dieser Zeitschrift: Karl Hugo Huppert, em. Professor 
der medizinischen Chemie an der deutschen Universitit 
zu Prag. Wer diese Bande durehblittert, findet zahl- 
reiche Mitteilungen aus seinem Laboratorium, welche 
den Wert und die Eigenart seiner Tatigkeit bezeugen. 
Von dem Gedanken durchdrungen, dali} unsere Wissen- 
schaft vor allem einer zuverlissigen Methodik, der 
entsagenden und zugleich zielbewubten Arbeit des 
Analytikers bediirfe, hat er keine Mihe gescheut, durch 
Lehre und Beispiel Schiler und Fachgenossen zu 
wahrer Forscherarbeit zu erziehen. Er hat Gutes ge- 
wirkt und sein Bild wird als das eines echten deutschen 


Gelehrten in der Erinnerung fortleben. 
































Notiz tiber Lysin. 


Von 
M. Siegfried. 


(Der Redaktion zugegangen am 17. November 190+.) 


Im Jahre 1891!) habe ich gezeigt, dafi dem Lysin nicht, 
wie Drechsel urspriinglich nach der Analyse des Platinsalzes 
annahm,?) eine Kormel mit 8 Kohlenstoffatomen, sondern die 
Formel C,H,,N.O. zukommt, indem ich nachwies, dab das Platin- 
salz des Lysins mit 1 Mol. Kristallalkohol kristallisiert, das aus 
ihm dargestellte Chlorid jedoch die Formel C,H,,N,O, - 2HCI 
besitzt. An gleicher Stelle teilte ich mit, da®B das bei der 
Spaltung von Eiweifi entstehende rechtsdrehende Lysin durch 
Erhitzen mit Barythydrat auf 150° racemisiert wird, und dab 
das Platinsalz dieser inakliven Modifikation nach dem Trocknen 
liber Schwefelsiiture keinen Kristallalkohol enthiilt. 

Bei der leichten Darstellbarkeit der Platinsalze eignen 
sich diese vornehmlich zum Nachweis von Lysin. Die ver- 
schiedene Zusammensetzung der tiber Schwefelsiiure bis zum 
konstanten Gewicht getrockneten Platinsalze ermoglicht auch 
bei sehr kleinen Mengen Lysins festzustellen, ob die optisch 
aklive oder inaktive Modifikation vorliegt; denn die prozentische 
Zusammensetzung beider Salze ist, wie folgende Zahlen zeigen, 
sehr verschieden: 


Ber. f. CyH,,N.O,PtCl,H, + C,H,OH: Ber. f. C,H,,N,O,PtCl,H, : 
C 15,95 Yo 12.96 °/o 
H 3,69 %Jo 2.90) Jo 
N 4 67 lo 50d °/o 
Pt 32.37 °/o 35.05 °/o 
Da meines Wissens aufer von mir im Jahre 1891 das 


Platinsalz des racemischen Lysins nicht wieder dargestellt 
worden ist, und da mir privatim mitgeteilt wurde, da seine 
Darstellung in einem Falle nicht gelungen ist, habe ich das 


‘) Ber. d. deutschen chem. Ges., Bd. 24, 5S. 429. 
*) Ber. d. kGnigl. siichs. Ges. d. Wiss., 1889, S. 120. 
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friiher erhaltene Resultat nachgepriift. Nach meinen Erfahrungen 
bestehen ebensowenig fiir die Gewinnung des Platinsalzes der 
racemischen Modifikation wie fiir die des der aktiven Schwierig- 
keiten. Das Salz kristallisiert ganz glatt, wenn ein Uberschu8 
von Platinchloridchlorwasserstoffsaure verwendet wird. Setzt 
man zu der Loésung der Platinchloridchlorwasserstoffsaure in 
der konzentrierten wisserigen Lésung des Lysinchlorids_all- 
miihlich, am besten bei ca. 50°, Alkohol bis zur Trtibung, so 
kristallisiert das Salz in wenigstens mehrere Millimeter langen 
Prismen aus, die manchmal zu Drusen anwachsen. Durch 
weiteren Zusatz von Alkohol und dann Ather wird die Kri- 
stallisation vervollstiindigt. Das Platinsalz des inaktiven Lysins 
besitzt eine hellere Farbe als das des aktiven. 

Die Racemisierung geschah diesmal nach E. Fischer und 
F, Weigert!) durch Erhitzen mit Salzsiure. 

0,5 g Lysinchlorid, durch Spaltung von Caseinokyrin er- 
halten, wurden 15 Stunden auf 160—170° mit 10 ccm 24°/oiger 
Salzsiiure erhitzt. In der konzentrierten wisserigen LOsung 
des nach Eindampfen der salzsauren Losung erhaltenen Chlorides 
wurden 5 g Platinchloridchlorwasserstoffsiiure gelost, das Platin- 
salz mit Alkohol und Ather kristallisiert. Ausbeute 1,4 g. 

Das iiber Schwefelsiiure bis zum konstanten Gewichte 
(die Konstanz trat nach 4 bis 5 Tagen ein) getrocknete Salz 
gab folgende Analysenwerte: 

1. 0,1997 g Substanz gaben 0,0513 g H,O und 0,0936 g CO, und 0,0701 g Pt. 














Il. 0,2247> >» » 00792 » Pt. 
ll. 0.2521 » >» 11,4 cem tr. N bei 757 mm u. 17°. 
IV. 0,2164 » , >»  (,0603 g H,O und 0,1008 g CQ,. 
Gefunden: Ber. f. C,H,,N,O,PtCl,H, : 
& 12.78 °/0; 12,71 %/o 12,96 °/o 
H 2.87%; 3,12 %Jo 2,90 Jo 
N 5,30 %o 5,05 Jo 
Pt 35,10 Jo; 35,24 Jo 35,05 °/o j 
Diese Zahlen bestiitigen den friheren Befund, daf das E 
Platinsalz des racemischen Lysins zum Unterschied von dem 2 


des aktiven nach dem Trocknen itiber Schwefelsiiure keinen 
Kristallalkohol enthiilt. 





') Ber. d. deutschen chem. Ges., Bd. 35, S. 3778. 




















Uber die Umwandlung des Guanins im Organismus des 
Kaninchens. 


Von 


Alfred Schittenhelm und Ernst Bendix. 


(Aus der Gottinger medizinischen Univ.-Klinik. Dir. Geh.-Rat. Prof. Dr. Ebstein 


(Der Redaktion zugegangen am 30. November 1904.) 


Ob freies Guanin im tierischen Organismus eine Umsetzung 
zu Harnsiiure erfahrt, ist zur Zeit eine noch offene Frage. 

Kerner!) hat schon im Jahre 1857 dariiber Versuche 
angestellt. An 2 Kaninchen verfiitterte er innerhalb 4 Tagen 
25 g Guanin, ohne danach eine Zunahme der Harnsiiure im 
Urin nachweisen zu kOnnen. Diese Versuche sind jedoch in- 
sofern nicht einwandsfrei, als die angewandte quantitative 
Harnsiiurebestimmung nach Heintz und Schwanert geschah 
(Fallung durch Salzsaiure). Spiiter hat Stadthagen?) 6 g 
Guanin an einen Hund verfiittert und danach weder die Harn- 
siure- noch die Purinbasenausscheidung im Urine vermehrt 
gefunden. Weitere Versuche sind von Burian und Schur) 
am Menschen angestellt worden. In einem Versuche ver- 
futterten sie in 3 ‘Tagen 7,1 g, im anderen 1,1 g Guanin, ohne da- 
nach eine Harnsiiurevermehrung im Urin konstatieren zu k6nnen. 

Kriiger und Schmid‘) haben in einem Versuche am 
Menschen nach Darreichung von 0,61 g Guanin per os in ein- 
maliger Dosis ein geringes Anwachsen der im Urin ausge- 
schiedenen Harnsiure gefunden. Die Mehrausscheidung betrug 


jedoch nur 0,0194 g, so dal} die Verfasser selbst den KinfluB 


des Guanins auf die Harnsiiureausscheidung nur fiir wahr- 
scheinlich hielten und eine Wiederholung der Versuche fiir 
wuinschenswert ansahen. Mit Recht konnte daher Minkowski?) 
das Resultat der bisherigen Versuche dahin zusammenfassen, 
dai bisher eine Harnsiurebildung aus Guanin nicht einwands- 
frei erwiesen ist. 


24* 
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Khe wir der Frage experimentell niher traten, suchten 
wir unter Ausschaltung aller Fehlerquellen die giinstigsten 
Bedingungen fiir einen beweisenden Versuch aufzufinden. In 













einer Vorarbeit stellten Wir beim Kaninchen fest. daB~ von 


zirkulierender Harnsiure héchstens 18°/o der Zerst6rung ent- 


gingen und als solche im Urine ausgeschieden wurden. 


tragen wir dieses Resultat auf die Guaninversuche, so ist daraus 
ohne weiteres ersichtlich, daf von der aus dem Guanin etwa 
entstehenden Harnsiiure nur dann deutlich nachweisbare Mengen 
ausceschieden werden kénnen, wenn das verabfolgte Guanin 


auch tatsiichlich in geniigender Menge —— also mindestens in 
Grammen — an die harnsiiurebildenden Stitten gefiithrt wird. 


Die Schwerldslichheit bezw. nahezu Unloslichkeit des 
Guanins in den gewohnlichen Losungsmitteln macht 


Uber- 





daher 


vorstehendes Postulat nahezu unmodglich, wenn das Guanin 


per os verabfolgt wird. Schon Kriiger und Schmid 


waren 


sich dieser Schwierigkeit bewubt und Walker Hall®) brachte 
den experimentellen Beweis daftir, dafi von dem per os_ ver- 
abreichten Guanin schon in den niichsten 18 Stunden 51 °/o 
aus den Faeces als solehes wiedergewonnen werden konnte. 


Wir glaubten also von vornherein eine Darreichung per os zur 
Entscheidung der Frage verwerfen zu miissen. Es blieb uns 


somit noch der subkutane und intravendse Weg ibrig. 


Wir beschritten zuniichst den erstgenannten Weg. Selbst- 
verstiindlich durfte das Guanin nur in geléster Form zur An- 
wendung kommen, und so blieb bei seinen bekannten LOsungs- 
verhiltnissen nur die Natronlauge als LOsungsmittel brig, da 
Kaninchen, unsere Versuchstiere, gegen Saéuren bekanntlich 
uberaus empfindlich sind. Das jedesmal zur Injektion kommende 
Guanin (0,3 g) wurde in der zur Lésung eben ausreichenden 


Menge von Normalnatronlauge (ca. 4 cem) gelost. 
Versuch IL. 


Vier kraftige Kaninchen erhalten an vier Tagen je 0,3 g 
Die gesammelte 
Es wurde darin die Menge der 
Harnsiiure und der Purinbasen nach Kriiger und Schmid 
(vergl. Thierfelder-Hoppe-Seyler, S. 435) bestimmt. 


Guanin in obiger Losung subkutan verabfolgt. 
Urinmenge betrigt 800 cem. 
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Die Harnsaiuremenge betrug: 
0,2930 ¢g. 

Die Menge der Purinbasen, als Silberniederschlag ge- 

wogen, betrug 
0,1730 ¢. 

Um nun vergleichsweise festzustellen, wie sich die Harn- 
siiureausfuhr beim Kaninchen ohne Guaninzufuhr verhiilt und 
ob vor allem nicht die Natronlauge an sich eine betrichtliche 
Mehrausfuhr bedingt, machten wir folgenden Versuch, in dem 
eesunden Kaninchen gleiche Mengen Normalnatronlauge sub- 
kutan injiziert wurden. 

Versuch II. 

Zwei grofe Kaninchen erhalten an vier Tagen je 4 ecm 
Normalnatronlauge subkutan injiziert. Die gesammelte Urin- 
menge betrug 400 cem. Es fand sich 

0,0470 ¢ Harnsiiure. 

Der Basenniederschlag mit ammoniakalischer Silberlésung 
war ein so minimaler, dafi eine weitere Verarbeitung zwecklos 
erschien. 

Berechnet man diese Harnsiiuremenge auf die Verhilt- 
nisse des ersten Versuches, so ergibt sich 0,09 g Harnsiiure. 

Ks fand sich im Guaninversuche demnach mehr als drei- 
mal soviel Harnsiiure als im Kontrollversuche. Vor allem aber 
konnten aus dem Urin der Guanintiere noch relativ betriicht- 
liche Mengen von Purinbasen isoliert werden im Gegensatze 
zum Kontrollversuch, in dem der Urin so gut wie basen- 
frel_ war. 

Hieraus ergibt sich schon deutlich, da subkutane Guanin- 
zufuhr nicht nur die Harnsiiureausfuhr erheblich vermehrt, 
sondern auch eine vermehrte Ausfuhr von freien Purinbasen 
zur Folge hat. 

Der Nachweis der Purinbasenvermehrung lief hoffen, dab 
bei zweckmiifiger Anordnung der Ubergangskirper vom Guanin 
zur Harnsdure eventuell gefunden werden kinnte. Wir hatten 
nun bei der subkutanen Anwendung des Guanins die Beobach- 
tung gemacht, dai die Resorption des Guanins eine durchaus 
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unvollkommene ist. Denn mehrere Tage nach der I[njektion 
fanden sich bei der Sektion der Tiere Guanindepots im Unter-- 
hautzellgewebe. Aus diesem Grunde schien uns die subkutane 
Darreichung des Guanins nicht genigend zu sein und wir 
glaubten daher, die intravendse Applikation wihlen zu miussen: 
denn nur bei dieser Anordnung ist die Garantie dalur ge- 
geben, da das verabreichte Guanin auch tatsiachlich in den 
Stoffwechsel ohne Verlust eintritt; zugleich bietet diese Ver- 
suchsanordnung den Vorteil, dab der Organismus mit einem 
Schlage mit Guanin tiberschwemmt wird, und hierbei konnten 
wir hoffen, die besten Bedingungen zur Auffindung eines Uber- 
gangskorpers zu erhalten. 

Bei Beriicksichtigung der Konstitution des Guanins und 
von der Annahme ausgehend, dafi in unserem ersten Ver- 
suche der Beweis fiir den Ubergang desselben in Harnsiiure 
erbracht ist, kommen als Ubergangskérper nur das Xanthin 
und das 2-Amino-6-8-dioxypurin in Frage, je nach dem An- 
griffspunkte und dem Verlaufe der Oxydation. 


HN — CO HN — CO 
| | | 
NH,C C—NHL OC C—NH 
| | CH | | pGH 
N—C— NZ HN —C — N7 
2-Amino-6-Oxypurin 2-6-Oxypurin 
Guanin. Xanthin. 
HN — CO HN — CO 
| | Es 
NH,C C—NH OC C—NH. 
| | co | | _ co 
N —C—NH HN — C—NH 
2-Amino-6-8-dioxypurin. 2-6-8-Trioxypurin 
Harnsadure. 


Nachdem Nicolaier’) bei Ratten nachgewiesen hatte, 
dafi das Adenin iiber das 6-Amino-2-8-Dioxypurin abgebaut 
wird, lag der Gedanke nahe, da’ bei dem Guaninabbau auch 
die Aminogruppe zunichst der Oxydation Widerstand entgegen- 
setzt und der Angriffspunkt der Oxydation an C, des Purin- 
rings liegt. So richteten wir unsere Aufmerksamkeit vor allem 
auf die Auffindung des 6-Amino-2-8-Dioxypurins. Das Resultat 
entsprach jedoch diesem Analogieschlusse nicht. 
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Khe wir auf unsere Versuche genauer eingehen, modchten 
wir die technischen Schwierigkeiten der intravenésen Guanin- 


applikation hervorheben. Zunichst machten wir die Erfahrung, 
daB nur ganz kraftige Kaninchen zu diesen Versuchen sich 
eigneten. Von der anfanglich geiibten Kinspritzung des Guanins 
als einer Emulsion in physiologischer Kochsalzlésung gingen 
wir bald ab, da nur wenige Tiere dem Tod infolge von Embolie 
entgingen. Wir wandten daher die gleiche Lésung wie bei den 
subkutanen Versuchen an, namlich 0,3 g¢ Guanin in 4—5 cem 
Normalnatronlauge. Die Zeitdauer einer solchen einzelnen 
Injektion in die Ohrvene betrug immer 12—15 Minuten, nach- 
dem wir bei rascherer Injektion die Erfahrung gemacht hatten, 
dab die Tiere daran zugrunde gingen. Auch bei den pro- 
trahierten Injektionen verloren wir noch viele Tiere — meist 
bei der ersten Injektion —, wiihrend einmaliges Uberstehen 
einer Injektion in der Regel ein Zeichen dafiir war, dai auch 
fernere Injektionen gut wberstanden wurden. 


Versuch III. 


Vier groBben Kaninchen wurden im ganzen 2,4 g Guanin 
durch Injektion in die Ohrvene beigebracht. Der gesammelte 
Urin betrug 850 ccm. 

Die gesamten Purinkérper wurden als Kupferoxydulsalze 
isoliert und nach der Zersetzung mit H,S wurde das Filtrat 
salzsauer bis auf 50 ccm eingedampft. Nach 3—4stiindigem 
Stehen wurde die ausgefallene Harnsiiure abgesaugt, mit Alkohol, 
Ather, CS, und wieder mit Ather behandelt; die Menge der 
bei 100° getrockneten Harnsiiure betrug: 

0,312 g. 

Typische Kristallform und intensive Murexidprobe. 

Die noch stark braun gefiirbte Harnsiiure wurde nach 
Horbaczewski gereinigt; nunmehr betrug ihr Gewicht 

0,252 g. 

Zur Analyse wurde die Harnsiiure nochmals in der nétigen 
Normalnatronlauge gelist, mit Tierkohle entfarbt und mit HCl 
ausgefallt. 










































370 Alfred Schittenhelm und Ernst Bendix, 


0.1140 g Substanz verbrauchten 27,2 ccm ‘'/1o Normalsalzsiure. 
Verl.: 33,33 %o N. 
Gef.: 33,40°%o N. 

Aus den einzelnen Filtraten der Harnsiiture wurden die 
gzuriickgebliebenen Purink6érper nach Neutralisation mit NaOH 
durch Silberfiillung isoliert. Die Silbersalze wurden mit HC 
zerlegt und mit dem Filtrat nochmals eine Kupferfallung vor- 
genommen. Nach Zerlegung mit H,S wurde die nunmehr wasser- 
klare Basenlésung zur Trockene eingedampft. Die so erhaltene 
Menge der reinen Purinbasen betrug nur einige Zentigramm. 
Sie gab keine Murexidreaktion, dagegen in typischer Weise alle 
3 Xanthinproben (Thierfelder-Hoppe-Seyler, 5. 143). Zur 
weiteren Identifikation wurde der Rest auf bekannte Weise ins 
salpetersaure Salz verwandelt; nach langerem Stehen schieden 
sich die schweren Kristalle des Xanthinnitrats aus, welche 
die charakteristische Form zeigten. 


Versuch IV. 


Guanin in Normalnatronlauge 
wie oben gelést intravenéds beigebracht. In dem aufgefangenen 


8 Kaninchen wurden 4,8 g 
Urin wurden tiiglich Kupferfiillungen gemacht. Die gesammelten 
Kupferniederschliige wurden bis zur neutralen Reaktion ge- 
waschen und mit H,S zersetzt. Zur Vermeidung von Verlusten 
wurde das Schwefelkupfer nochmals in heifem Wasser suspen- 
diert und mit H,S behandelt. Die vereinigten wasserklaren 
Filtrate wurden zur Trockne eingedamplft. 

Der Riickstand wurde zur Trennung von der Harnsiure 
nach Horbaezewski behandelt. Nach 4stiindigem Stehen 
wurde die ausgefallene Harnsiiure abfiltriert und unter An- 
wendung von wenig Tierkohle durch Lésung in NaOH und 
wieder Filling durch HCl gereinigt. Die bei 100° getrocknete 
Harnsiiuremenge betrug 

0,231 ¢. 
0.10 ¢ Substanz verbrauchten 23,8 ccm '/1o Normaloxalsiure. 
Gef.: 33,32 %/o N. 

Das Filtrat wurde nochmals wie oben mit der Kupfer- 
sulfatbisulfitfillung behandelt. Die aus der Kupferfallung nach 
Kinwirkung von H,S erhaltene klare Losung der Purinkorpe 
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wurde salzsauer auf ca. 30 cem eingeengt und stehen gelassen. 
Nach ca. 5 Stunden hatte sich daraus ein kristallinischer 
Niederschlag abgeschieden, der abfiltriert und mit HCl-haltigem 
Wasser, Alkohol und Ather gewaschen wurde. Nach dem 
Trocknen bei 100° war sein Gewicht 

0,130 ¢. 

Der Korper gab intensive Murexidprobe. Er wurde durch 
Losung in Natronlauge mit etwas Tierkohle gereinigt und mit 
HC] wieder gefallt. 

0.0911 ¢ Substanz verbrauchten 22,0 ccm ‘10 Normaloxalsiiure 
Gefunden 33,81 %o N. 

Daraus ergibt sich, dab dieser KOrper aus Harnsiure bestand, 
dem noch Spuren eines N-reicheren Purinkorpers anhafteten. 

Durch weiteres EKinengen des Filltrates wurden nochmals 
0,065 g eines die Murexidprobe intensiv gebenden Korpers er- 
halten, dessen Kristallformen wiederum fiir Harnsiiure sprachen. 

Aus dem zuriickbleibenden Filtrat wurden die Purinkérper 
mit der Silberfallung herausgholt, die Silbersalze mit H,S zer- 
lect und das klare Filtrat zur Trockne eingedampft. Der 
Riickstand wurde zur Beseitigung etwa anhaftenden Schwefels 
mit Schwefelkohlenstoff und dann mit Ather gewasechen und 
ber 100° getroeknet. 


Erhalten 0.0765 


g. 
Dieser Korper gab keine Murexidprobe mehr: dagegen 
war die Xanthinprobe positiv. 
0.0665 g Substanz verbrauchten 17,3 cem ‘4/10 Normaloxalsiiure. 
Verl.: fiir C,H,N,O,: 36,84 °/o N. 
Gef. : 36,42 °/o N. 
Es waren also bei diesem Versuch 0,426 ¢ Harnsiiure 
und 0,0765 ¢ Xanthin erhalten worden. 
Alle. drei Guaninversuche haben somil gemeinsam, dal 
in ihnen Harnsiiurewerte gefunden wurden, welche die im 
normalen Kaninchenurin gefundenen Werte weit iibertreffen. 
Durch diese Versuche muf daher als bewiesen angeschen werden, 
dai der Organismus des Kaninchens imslande ist, die Um- 


wandlung des Guanins in Harnsiiure zu bewirken. Wenn man 
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die Erfahrungen unserer friiheren Versuche,’) durch welche 
die schnelle und ausgiebige ZerstOrung zirkulierender Harnsiure 
im Kaninchenorganismus festgestellt wurde, auf vorliegende 
Versuche ubertrigt, folgt daraus riicksichtlich der quantitativen 
Verhiiltnisse der Schlub, dafB der groBte Teil des Guanins in 
Harnsaéure umgewandelt worden ist, da niimlich die gefundenen 
Harnsiuremengen nur einen relativ kleinen Prozentsatz der im 
Organismus tatsiichlich gebildeten Harnsiiure ausmachen kOnnen. 

Auber der Harnsiure haben wir nicht unbetriachtliche 
Mengen einer Purinbase gefunden. Zur Anstellung einer voll- 
stindigen Klementaranalyse war die Menge zu gering. Da jedoch 
der N-Gehalt fir Xanthin stimmte, die bekannten Xanthinproben 
in charakteristischer Weise verliefen und das Nitrat die charak- 
teristische Kristallform zeigte, so stehen wir nicht an, den Kérper 
fir Nanthin anzusprechen. 

Nach unseren orientierenden Versuchen finden sich im 
normalen Kaninchenurin keine oder héchstens Spuren von Purin- 
basen, und auch Kriiger,%) welcher groBere Mengen von Ka- 
ninchenharn auf Xanthin = speziell untersuchte, konnte die 
Abwesenheit desselben feststellen. Es ist daher klar, daB das 
Xanthin als Zwischenkorper bei der Umwandlung des Guanins 
In Harnsiiure aufzufassen ist. Kriiger und Salomon?®) haben 
in ihren bekannten Untersuchungen iiber die Natur der Purin- 
basen im menschlichen Urin unter anderem feststellen kénnen, 
daB derselbe kein Guanin — wohl aber Xanthin enthaélt. Zwischen 
diesem und unserem Ergebnis besteht insofern eine gewisse 
Ubereinstimmung, als Guanin kein Bestandteil des Urins ist — 
selbst dann nicht, wenn der Organismus mit Guanin iber- 
schwemmt wird. Daf ein Teil des im menschlichen Urin vor- 
kommenden Xanthins seine Herkunft dem Guanin verdankt. 
scheint nach unseren Versuchsergebnissen nicht unwahrschein- 
lich, da der menschliche Organismus dem Kaninchenorganismus 
in bezug auf den Purinkérperstoffwechsel nahe steht. 

Es besteht also offenbar keine Analogie mit dem Abbau 
des Adenins, da es nach unseren Versuchen so gut wie sicher 
ist, daB wenigstens beim Kaninchen ein Ubergang des Guanins 
in 2-Amino-6-8-dioxypurin nicht stattfindet. 
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Durch A. Schittenhelm!!) ist der Beweis erbracht worden, 
dafi vermittelst isolierter Fermente in der Retorte die Umwand- 
lung des Guanins zur Harnsaure ber das Xanthin stattfindet. 
Vorstehende Untersuchungen stehen in vortrefflicher Uberein- 
stimmung mit diesem Resultate. 
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Uber das Verhalten des p-Dimethylaminobenzaldehyds 
im tierischen Stoffwechsel. 
Von 


M. Jaffe. 


(Aus dem Universitiatslaboratorium ftir medizin, Chemie und experimentelle Pharmakologie 
zu Konigsberg i. Pr.) 


(Der Redaktion zugegangen am +. Dezember 1904.) 


Normaler Harn gibt nach Ehrlich?) mit’ p-Dimethy!- 
aminobenzaldehyd in salzsaurer Losung eine Rotfarbung, die 
sich in Chloroform und andere Lésungsmittel tiberftihren abt. 
Die Intensitaét der Reaktion ist individuell sehr verschieden und, 
wie Clemens?) und v. Koczikowsky#%) an einem $ grofen 
Krankenmaterial konstatierten, in vielen pathologischen Fiillen 
auberordentlich verstiirkt, ohne daB sich bisher gesetzmiibige 
Beziehungen zu bestimmten Krankheitsprozessen — feststellen 
liefen. Immerhin scheinen sich gewisse Krankheitsgruppen, wie 
Typhus abdominalis, Phthisis pulmon., chronische [Enteritis 
(Présceher), auch Gastrointestinalaflektionen, Appendicitis u. a. 
(Clemens) durch hiitufigeres Vorkommen einer intensiven Re- 
aktion auszuzeichnen. Bemerkenswert ist dagegen ihr negative! 
Ausfall bei Diabetes und Glykosurien (Clemens, Préscher) 
In prognostischer Hinsicht glaubt v. Koezikowsky dem neuen 
Reagens eine gewisse Bedeutung zuschreiben zu miissen, insofert 
bei Infeklionskrankheiten die Intensitit der Reaktion der Schwere 
der Infektion parallel geht, mit der Verschlimmerung oder Be-- 
serung im Krankheitsverlauf zu- oder abnimmt. 

Die Verbindung, von welcher die fragliche Reaktion her- 
rihrt, konnte noch nicht mit Sicherheit festgestellt. werden: 


') Die medizin. Woche, 1901. 
2) Deutsches Archiv fiir klin. Medizin, Bd. 71 (1901), S. 168 
1902, Nr. 43 u. 44. 


‘') Berliner klin. Wochenschrift. 
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sie gehort jedenfalls nicht zu den bisher bekannten Harnbestand- 
teilen: die Ansicht von Pappenheim,') daf das Urobilin die 
lirsache der neuen Ehrlichschen Reaktion ist, wurde von 
Priéscher?) auf das eriindlichste widerlegt. Proscher,) 
der den roten Farbstoff aus pathologischen Urinen isoliert hat, 
herechnete fiir das mit dem Aldehyd in Reaktion tretende Pro- 
dukt die empirische Formel C,H,,0,N, welche sich von der 
des Glukosamins C,H,,O.N durch ein Plus von CH,O  unter- 
scheidet, und hilt es fiir wahrscheinlich, dai es sich um ein 
Perivat des Glukosamins handelt, cine Annahme, dic darin eine 
Stiitze findet, dab gewisse Acetylderivate, welche bei der Kin- 
wirkung von Essigsiiure auf Glukosamin entstehen (Mono- und 
Diacetylglukosamin), die Ehrlichsche Reaktion in typischer 
Weise geben, wie sowohl PrOscher?*) als F. Miller ®) ge- 
funden, wahrend dieselbe bei dem Hauptprodukt der Synthese, 
dem kristallisierten Pentacetylglukosamin, nach dem iiberein- 
stimmenden Befunde beider Autoren nicht eintritt. 

Auch fiir die qualitative und quantitative Untersuchung 
der Faeces ist die Ehrlichsche Aldehydreaktion verwertet 
worden. Der alkoholische Auszug gibt mit dem Reagens und 
einiven Tropfen CIT versetzt eine intensive Rotfirbung und ein 
charakteristisches Absorptionspektrum. Diese Reaktion ist auf 
das Indol zu beziehen und wird durch gleichzeitig (in geringer 
Menge) vorhandenes Skatol nicht gestOrt. Letzteres ruft fiir 
sich allein unter gleichen Bedingungen eine Blaufiirbung hervor 
Die Versuche von A. Schmidt und Baumstark,*) auf diese 
Reaktionen eine kolorimetrische resp. spektrophotometrische 
Methode der quantitativen Bestimmung des Indols in den Faeces 
zu begriinden, haben bis jetzt noch zu keinem Resultate ge- 
fiihrt, welches strengeren Anforderungen geniigt. Auch scheint 


') Berliner klinische Wochenschrift, 1903, Nr. 2. 

*) Deutsche medizin. Wochenschrift, 1903, S. 927. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 520. 

*) Deutsche medizin. Wochenschrift, 1903, S. 927. 

*) Zeitschrift fiir Biologie, 1902. 

*) Miinchener medizin. Wochenschrift, 1903. 
Archiv fiir Verdauungskrankheiten, 1903. 











376 M. Jaffe. 


mir die Behauptung, daf an der Reaktion auber Indol kein 
anderer Bestandteil der Exkremente beteiligt ist, noch nicht 
hinreichend erwiesen zu sein. Ich will indes auf diesen Gegen- 
stand hier um so wenigef eingehen, als jiingst von Ury') gegen 
die von Baumstark (vermittelst seiner Methode) erhobenen 
Befunde Bedenken ausgesprochen worden sind, denen ich mich 
anschlhiebe. 

Es schien nun von Interesse, zu untersuchen, wie die 
Aldehydreuktion im intermediiiren Stoffwechsel verlauft, ob thre 
chromogene Wirkung, welche durch die Dimethylaminogruppe 
wesentlich beeinflubt wird,?) auch hier zur Geltung kommt und 
zur Entstehung farbiger Ausscheidungsprodukte Veranlassung 
gibt, in iihnlicher Weise, wie es nach Darreichung einer die- 
selbe Gruppe enthaltenden Verbindung, des kirzlich von mir 
untersuchten Dimethylaminoantipyrins (Pyramidon) der Fall ist.°) 
Das letztere geht bei Hunden und Menschen unter Eliminierung 
der am N_ befindlichen CH,-Gruppen und Abspaltung von NH, 


zum ‘Teil in einen prachtvoll kristallisierenden roten Farbstofi 


iiber, die Kubazonsiiure, welche neben einer Reihe anderer 
Produkte, Antipyryvlharnstoff, einer gepaarten Glukuronsaure usw. 
im Harn ausgeschieden wird. 

Zu den Fiitterungsversuchen mit Dimethylaminobenzaldehyd 
erwiesen sich Hunde wenig geeignet, da die in Wasser auferst 
schwerlosliche Verbindung in ihrem Darmkanal, wie es scheint, 
nur sehr unvollkommen zur Resorption gelangt. Demgemas 
konnten aus ihrem Harn nur in spiirlicher Ausbeute Derivate 
des Aldehyds dargestellt werden, deren Untersuchung noch 
nicht abgeschlossen ist. Die im Kaninchenorganismus sehr reich- 
lich entstehende Glukuronsiureverbindung ist im Hundeharn 
nicht nachgewiesen worden. 

Von Kaninchen wird der Dimethylaminobenzaldehyd im 
tractus intestinalis reichlich resorbiert und in Mengen von 1 g 
pro Tag (in 2 Dosen verteilt) selbst in langeren Fiitterungs- 
perioden ohne bemerkenswerte Vergiftungserscheinungen ver- 

') Deutsche medizin. Wochenschrift, 1904, Nr. 19. 


2) Siehe Ehrlich, a. a. QO, 
3) Berichte d. disch. chem. Ges., Bd. 34, 5. 2737, 
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tragen. Die Substanz wurde, in Wasser aufgeschwemmt, mittels 
des Sehlundrohrs in den Magen eingefiihrt. In mehreren Ver- 
suchen wurde der Aufschwemmung zur Beforderung der Losung 
etwas Alkohol hinzugetiigt: die Tiere verfielen dann nach jeder 
Fiitterung in eine bald voriibergehende Narkose, verloren die 
FreBlust und gingen unter starker Abmagerung viel friiher zu- 
srunde, als es ohne Alkoholzusatz der Fall war. 

Als Hauptprodukt der Umwandlung erhielt ich aus dem 
Harn der Versuchstiere eine gepaarte Glukuronsiiure, welche 
in ihrem optischen und sonstigen Verhalten wie in ihrer Zu- 
sammensetzung von allen bisher bekannten gepaarten Gluku- 
ronsiuren sich so wesentlich unterscheidet, dab eine ausfiihr- 
lichere Beschreibung derselben gerechtfertigt erscheint. Thre 
Reindarstellung erforderte eine kleine, aber nicht unwesentliche 
Modifikation der gebriiuchlichen Bleifiillungsmethode, welche 
sich aus der Schwerloslichkeit der Substanz ergab und bei Be- 
nutzung dieser Methode zur lsolierung unbekannter Stoffwechsel- 
produkte mie unterlassen werden. sollte.!) 

Die Untersuchung des Harnes geschah zuniichst in der 
iblichen Weise: die gesammelten Portionen wurden sukzessive 
mit neulralem, dann mit basischem Bleiacetat, schlieblich mit 
Bleiessig und Ammoniak gefillt. Die in Rede stehende Ver- 
bindung findet sich fast vollstiindig im Bleiessigniederschlag, 
wihrend durch Bleiessig und Ammoniak vorwiegend eine zweite, 
in Wasser leicht losliche, linksdrehende Glukuronsiiureverbindung 
gefalit wird, deren Zusammensetzung noch nicht aufgekliirt ist 
und deren Beschreibung einer spiiteren Mitteilung vorbehalten 
bleibt. Die gesammelten Bleiessigpriizipitate wurden nach sorg- 
faltigem Auswaschen mit Schwefelwasserstoff zerleet, filtriert 
und auf das griindlichste mit kaltem Wasser gewaschen. Filtrat 
und Waschwasser wurden vorliiulig nicht weiter beriicksichtigt.?) 

') Obgleich die Substanz duferst schwerléslich in Wasser, konnte 
sie weder direkt aus dem Harn, noch aus dem in Wasser geliésten Alkohol- 
extrakt desselben durch Essigsiiure gefillt werden. Die Behandlung mit 


Blei kann nicht umgangen werden. 


2) 


Aus ihnen wurde spiiter hauptsichlich die Monomethylamino- 
benzoesdure isoliert; s. u. S. 390. 
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Es fiel auf, da®B der Schwefelbleirickstand auf dem Filter 
bei noch so langer Dauer des Auswaschens sehr voluminés 
blieb. Er wurde deshalb mehrmals mit grofen Mengen Wasser 
ausgekocht!) und heiDS filtriert. Das meistens sch6n himbeer- 
rot gefirbte Filtrat erstarrte beim Erkaiten zu einem Kristall- 
brei, der, von der roten Mutterlauge durch Filtration getrennt, 
eine farblose, silbergliinzende Masse darstellte. 

Nach einmaligem Umkristallisieren aus kochendem Wasser 
oder Alkohol?) war die Verbindung, welche ich vorliiufie als 


Dimethylaminobenzoeglukuronsaure 


bezeichne, analysenrein. Sie kristallisiert aus heibem Wasser 
in farblosen, zarten, zu einem dichten seidengliinzenden Filz 
vereinigten Nadeln, aus heiBem Alkohol in feinen Nadeln und 
diinnen Prismen. Sie ist in neutralen LOsungsmitteln (Wasser, 
Alkohol) selbst in der Siedetemperatur sehr wenig loslich, etwas 
leichter in’ Methylalkohol und Aceton; in Chloroform, Ather, 
Essigiither, Benzol fast unléslich. Dagegen wird sie durch ver- 
diinnte Mineralsiiuren, namentlich Salzsiiture, andererseits durch 
verdiinnte Alkalien, besonders Ammoniak, sehr leicht gelost, 
aus der salzsauren Losung durch essigsaures Natron unver- 
iindert eefiillt. Sie zeigt hiernach den Charakter einer Amino- 
siiure. Zur quantitativen Bestimmung der Loslichkeit wurde 
entweder die bei Zimmertemperatur unter Ofterem Umschitteln 
cesiitligte LOsung, oder es wurde die kochend bereitete, nach 
24stiindigem Stehen von den ausgeschiedenen Kristallen ab- 


filtrierte Lo6sung verwendet. 


Wasser: 20 com Lésung (kalt bereitet) enthalten O,OL9 == 0,095° 
20) (heiff > ) 0,024 =0,12 °%%/o 
25 : : > 0.026 —= 0,104 
Alkohol(96°/o): 70 » | 0,073: 0,104°/o 
Aceton: 32 >» (kalt ) 0,100 = 0,312 °/o 
Methylalkohol: 30 . 5 > 0,194 = 0,64 %o 
25 > : 2 0,166 0,664° 0 


(heiS >) > 0,222 = 0,945 % 





') Hierin besteht die oben erwiihnte Modifikation. 
2) Tierkohle darf beim Umkristallisieren nicht verwendet werden, 
da dieselbe die Saure fast vollsténdig zuriickbehilt. 
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Durch geringfiigige Verunreinigungen kann die Loslichkeit 
betrichtlich vermehrt werden. Besonders scheint dies fiir Aceton 
und Alkohol der Fall zu sein. 

So erhielt ich einmal eine (heif bereitete) Acetonlosung, 
welche nach mehrtagigem Stehen bei Zimmertemperatur noch 
1,35°/o Substanz enthielt. 

Die wiisserigen, alkoholischen ete. LOsungen reagieren auf 
Lackmus intensiv sauer. Die Verbindung schmilzt (nicht scharf) 
unter Gasentwickelung bei 205—206° (bei 198° beginnende 
Zersetzung); bei starkerem Erhitzen verkohlt sie unter Auftreten 
eines karamelartigen und zugleich sauren Geruchs. 

Kupferoxyd in alkalischer LOsung wird durch die Substanz 
beim Erwiarmen reduziert. Desgleichen gibt sie mit Phloroglucin- 
resp. Orcinsalzsaure die typischen Reaktionen der gepaarten 
Glukuronsaiuren. Auf fuchsinschweflige Saure ist sie ohne Ein- 
wirkung. 

Optisches Verhalten: 


1. Die LOsungen der Siiure in neutralen Solventien (Wasser, 
Alkohol, Aceton, Methylalkohol) zeigen eine deutliche, wenn 
auch schwache Rechtsdrehung. An einem Halbschattenapparat 
mit Saccharimeterskala (fiir Traubenzucker) bestimmt, betriigt 
dieselbe fiir gesiittigte (0,1—0,15°/oige), wisserige oder alko- 
holische Lésungen ca. -+- 0,2—O0,3°/o.*) 

Die Drehung ist indessen nicht proportional dem Gehalt 
an wirksamer Substanz, denn auch bei zufillig erhaltenen 
Losungen von stirkerer Konzentration (s. 0.) wurde keine 
entsprechende Zunahme des Wertes beobachtet. So zeigte eine 
Lésung, welche in 100 ccm 96°/oigem Alkohol 1,5 g Substanz 
enthielt, eine Rechtsdrehung von +- 0,3°/o, eine Acetonlésung 
von 1,35 Vol.-Prozent eine solche von -+{- 0,2—0,25. 

Aus diesem Grunde bin ich der Meinung, dal die be- 
obachtete Rotation nicht auf die gepaarte Verbindung, sondern 
auf freie Glukuronsiure zu beziehen ist, welche bei der Her- 
stellung der Losungen zumal in der Siedehitze abgespalten wird. 


) Hier wie in den folgenden Zahlenangaben auf Traubenzucker 


bezogen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. a 
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In der Tat geniigt kurzes Erhitzen der Verbindung mit Wasser. 
um die hydrolytische Spaltung einzuleiten, welche, wie ich 
spiiter zeigen werde, bet mehrstiindigem Kochen am aufsteigenden 


Kiihler quantitativ verlauft. Auch bei gewohnlicher Temperatur 
laiBbt sie sich wohl nicht giinzlich ausschlieben, doch ist sie hier 


auf ein Minimum reduziert. Dem entsprechend konnte ich an 


kalt bereiteten Losungen vollig reiner Substanz keine deutliche 


oder nur eine gunz minimale Rechtsdrehung (héchstens -/- 0,1) 
wahrnehmen. Das gleiche war bei heifi bereiteten Losungen 
in wasserfretem Alkohol (ca. 0,58, resp. 0,658°/o Gehalt an 
Substanz) der Fall. 

Ich behalte mir vor, das polarimetrische Verhalten der 
gepaarten Verbindung mit empfindlicheren Apparaten als den 
mir gegenwirtig zu Gebote stehenden noch genauer zu kon- 
trollieren. Die Méglichkeit, daB sie ein eigenes Drehungsver- 
mogen, wenn auch nur in geringem Grade besitzt, labt sich 
zwar noch nicht mit voller Sicherheit ausschlieBben, doch halte 
ich es nach den bisherigen Beobachtungen fiir wahrscheinlicher, 
dafi sie optisch inaktiv ist. 

2. Fiir die neutralen Salze gilt dasselbe, wie fiir die freie 
Siiure. thre bald schwiichere, bald stirkere Rechtsdrehung ist 
ginzlich unabhiingig von der Konzentration der Losung, wird 
aber durch die Art der Herstellung der letzteren wesentlich be- 
einflubt. Ein Ammoniaksalz, bereitet durch vorsichtige Neu- 
tralisation der in Wasser aufgeschwemmten Siure mit NI,- 
Fliissigkeit, zeigt frisch untersucht eine schwache Rechtsdrehung, 
welche bei liingerem Stehen erheblich zunimmt und durch Zu- 
salz weniger Tropfen NH, noch weiter vermehrt wird. Ebenso 
verhiilt sich das Na-Salz: 


4°,oige Losung des NH,-Salzes: Drehung -+- 0,2 — 0,3°/o 

nach 24 Stunden -+- 1,2 — 1,4°/o 

2,5 Voige . , . -+ 0,2 — 0,3 %/o 

B,42%vige  » » ; + 0,2 — 0,3%o 
Zusatz einiger Tropfen NH,: » 24 > + 2,8%o 

3°/oige Lésung des Natr.-Salzes: Drehung +- 0,2 — 0,3°/o 

nach 1 Tag 4- 1,8 — 2,0°o 


» 2 Tagen + 2,4°/o 


» 3 > “to 2,5 Yo 
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Ks handelt sich hier offenbar um eine bei dem tropfen- 
weisen Zusatz des Alkali sofort beginnende Spaltung der Ver- 
bindung. Bei der auberordentlichen Empfindlichkeit derselben 
cegen Alkalien ist ein volliger Ausschluf der Hydrolyse schwer 
zu erreichen, doch lieb sich dieselbe auf ein sehr geringes Mab 
beschriinken, wenn ich das NH,-Salz dureh Schiitteln der Ver- 
bindung mit einer zur vollstiindigen LOsung ungeniigenden Menge 
yon iiuBerst verdiinntem NH,-Wasser und schnelles Abfiltrieren 
des ungelisten Restes herstellte. Eine so gewonnene Losung, 
welche 3,5°/o Substanz enthielt, drehte kaum -- O,1°/o. Ein 
anscheinend vollig neutrales Salz erhielt ich aus derselben durch 
Fillung mit NH,Cl und sorgfaluiges Absaugen des Niederschlags, 
der vorher mit wenig Wasser gewaschen wurde. Die Lésung 
dieses Niederschlags, deren Konzentration nicht bestimmt wurde, 
iedenfalls aber nicht mehr wie ca. 2°/o betrug, lief eine deut- 
liche Circumpolarisation nicht erkennen. 

Ich glaube hiernach zu der Annahme berechtigt zu sein, 
daf auch die neutralen Saize der Dimethylaminobenzoeglukuron- 
siiure keine optische Aktivilaét besitzen. 

3. Dagegen drehen die LOsungen in verdiinnten Mineral- 
siiuren (CIH) die Ebene des polarisierten Lichts nach links. 
Der Rotationswert bleibt bet mehrtiigigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur konstant und nimmt auch beim Erwarmen auf 
30—40° nur sehr langsam ab. Konzentrierte Salzsiiure ver- 
mindert ihn in hohem Grade. 


2° ice Losung in sehr verdiinnter CIH: Drehung 0.6% 
2 6° voige > » 3 — 0,8 °/o 
Idem 3 Tage bei Zimmertemperatur — 0,8 °%/o 
2° vige Lésung — 0.6/0 
Idem 1 Tag 10° C. O04 — 0,5 %o 
2.86 °oige Losung in 20°%oiger CIH: O04 — 0,5 %/o 
Idem 8 Stunden spiit - 0,2 — 0,3 fo 


Kinige Bestimmungen des ieiusanel ain ‘hei Na-Licht 
im 2-Dezimeterrohr) ergaben folgende Werte: 


Mittel aus mehreren 


Ablesungen: 
Losung in sehr verdiinnter CIH: 4,32°/0 Substanz: Drehung: — 1” 1’ 
2.2 lo O° 31,5’ 
? 45 %y a G24 
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Hieraus berechnet sich die spezifische Drehung: 
(a)D 11,77° fiir konzentrierte Lésungen 
| 12,15° » verdiinnte > 

Die erhaltenen Zahlen machen auf absolute Genauigkeit 
keinen Anspruch, da namentlich die konzentrierten Lésungen 
ziemlich viel Licht absorbierten und eine ganz scharfe Ein- 
stellung des Apparates unmodglich machten. Die Bestimmungen 
miissen daher wiederholt werden. 

Im Gegensatz zu ihrer grofben Empfindlichkeit gegen Al- 
kalien wird die gepaarte Verbindung, wie obige Beispiele lehren, 
durch verdiinnte Salzsiiure in der Kiilte kaum angegriffen. Nach 
mehrtiigigem Stehen kann aus der Losung die unverinderte 
Substanz durch essigsaures Natron zum groébten Teile wieder 
gewonnen werden (in einem Versuche nahe an 90°/o). Durch 
siedende Mineralsiiuren wird sie allmihlich unter tiefgreifender 
Zersetzung und Schwarzfirbung gespalten. 


Zusammensetzung der Dimethylaminobenzoe- 
glukuronsdure. 


Die Elementaranalyse der bei 105°C. getrockneten Sub- 
stanz ergab folgende Zahlen: 

1. 0.2062 g gaben 0.4005 g CO, und 0,1018 g H,O 

= §2,9°/o C und 5,48%o H. 
2. 0,2270 g gaben 8,4 ccm N; Ba = 760,5 mm; T. = 22° C. 
= 419% 

Hieraus berechnet sich die Formel C,,H,,NO,, welche durch die 

Analyse mehrerer Salze (s. u.) bestiatigt wird. 


Berechnet : Gefunden : 
C = 52,7%,o 52.9 %o 
H ee 5,5 °/o 5,48 %/o 
N= 4,1°/o 4,19 °/o 


Die empirische Formel weist auf eine Verbindung hin, 
welche aus 1 Mol. Dimethylaminobenzoesiure +- 1 Mol. Glukuron- 


saure — 1 Mol. H,O zusammengesetzt ist: 
‘ if § | ‘ —s “ 
Dimethylamino-  Glukuron- 
benzoesaure. sdure. 


Dieser Zusammensetzung entspricht das _ beschriebene 
Verhalten der Verbindung, die sich durch ihre Reaktionen als 
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gepaarte Glukuronsiure, durch thre Loslichkeit in Saéuren und 
Alkalien als Aminosiure charakterisiert. 

Durch das Resultat der Hvdrolyse wird ihre Konstitution 
sichergestellt. 

Die Spaltung labt sich entweder durch Behandlung mit 
Alkalien in der Kilte oder, wie ich mich erst nachtriiglich tiber- 
veugte, durch anhaltendes Sieden mit Wasser bewirken: 

2.5 ¢ vollig reiner Substanz wurden 4 Stunden mit 
(20 ccm H,O am aufsteigenden Kihler gekocht. Schon wihrend 
des Erhitzens schied sich die abgespaltene p-Dimethylamino- 
benzoesiiure!) als schweres sandiges Kristallpulver nahezu_ voll- 
stiindig aus: der Rest wurde nach volligem Erkalten der 
liissigkeit gewonnen. Thre Gesamtmenge betrug nach dem 
‘Trocknen 0,993, d.1. 43°/o (verl. 48,4°/o0), entsprechend ca. 90°/o 
der berechneten Menge. Beriicksichtigt man den allerdings ge- 
ringen in LOsung gebliebenen Anteil, so diirfte die Spaltung 
fast quantitativ erfolgt sein. Das ganz farblose Filtrat, welches 
die freie Glukuronsaure —- so weit sich aus der polarimetrischen 
Bestimmung schiatzen lef — anniihernd in der berechneten 
Menge enthilt, blieb auch wahrend des Einengens im Vacuum 
farblos und schied dabei noch einige Zentigramm ungespaltener 
Siiture aus. Auf die Isolierung der Glukuronsaure in Form ihres 
Laktons habe ieh verzichtet und mich mit der Darstellung ithres 
Cinchoninsalzes begniigt, welches ich nach den Angaben von 
Neuberg?) in farblosen Nadeln erhielt, die nach dem Umkristalli- 
sieren aus Wasser bei 202° unter Zersetzung schmolzen. 
Neuberg gibt den Schmelzpunkt zu 204° an).§) 

Fiir die Spaltung in alkalischer L6sung, welche bei Zimmer- 
temmperatur sehr glatt und ohne Verfiirbung vor sich geht, 
wahlte ich folgendes Verfahren, welches nur die Isolierung der 
Dimethylaminobenzoesiiure bezweckte : 





‘) Sie zeigte den richtigen Schmelzpunkt: 235°, wurde aber nicht 
naner untersucht, weil vorher bereits das entsprechende Produkt der 
Alkalispaltung analysiert worden war. S. Seite 384. 

*) Ber. d. dtseh. chem. Ges., Bd. 33, S. 3315. 

) Das hier beschriebene Verfahren wiirde sich mehr wie jedes 


zur Gewinnung reiner Glukuronsiure eignen, wenn die Erlangung 
ics Ausgangsmaterials nicht so kostspielig und zeitraubend wiire. 
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Die Verbindung wird zunachst in verdiinntem NH, gelost 
und dann mit dem gleichen Volumen kalt gesattigten Barytwassers 
versetzt: ks entsteht ein voluminodser farbloser Niederschlag 
(ein basisches Ba-Salz der gepaarten Siiure), der allmiihlich 
kornig wird und sich gelb farbt (basisches Baryumglukuronat). 
Nach 24 stiindigem Stehen wird filtriert und das Filtrat mil 
Essigsiiure angesiiuert, wodurch sofort in reichlicher Menge 
Kristalle ausgeschieden werden, welche nach dem Umkristalli- 
sieren aus kochendem Wasser oder besser aus verdiinntem 
Alkohol sich als p-Dimethylaminobenzoesiure erwiesen: Farb- 
lose Nadeln oder kurze, dicke Prismen, auberst schwer lOslich 
in kaltem Wasser, etwas leichter in heibem. [hr Schmelzpunkt 
hegt bet 235°, bei weiterem Erhitzen sublimieren sie unzersetzt. 

Die Klementaranalyse ergab folgende Werte : 

1. O.1148 g (ber 105° getrocknet) gaben 0.2778 g¢ CO, und 0,0698 ¢ H,0 
= 65,9°%/o C und 6,7°%o H. 
2. 02140 ¢ (bei 105° vetrocknet) gaben 16,8 cem N ber 20° C. und 
760 mm He = 898°. N, 
Dinethvlaminobenzoesiiure (C,H,,NO,) 


Verlangt Gefunden 
C = 6),.48%o 65,9 0 
tH 6.6 °/o 6,7 °%o 
N 84870 8,98 0 


Salze der Dimethylaminobenzoeglukuronsiaure. 


Die LOsung des neutralen Ammoniaksalzes gibt mit neu- 
tralen Salzen der Alkalien und alkalischen Erden, ferner mi! 
Ag-Nitrat, Cu-Sulfat ete. kristallinische Niederschlige, welche 
im Uberschuf des Fillungsmittels schwer, in reinem Wasser 
dagegen leicht loslich sind, beim Auswaschen deshalb zu cinem 
erheblichen Anteil in Losung gehen, wodurch ihre Reindar- 
stellung erschwert wird. Mit NH,CI versetzt, erstarrt die Losung 
des Ammoniaksalzes zu einer gelatindsen Masse, die aus 
auberst feinen, vertilzten Nadeln besteht, bei schwachem Er- 
wirmen sich auflOst und beim Erkalten sich wieder als Gallerte 
ausscheidet. 

In gleicher Weise wird das in Wasser sehr leicht los- 
liche Natriumsalz durch ClNa ausgesalzen, wihrend die Ammo 
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niakverbindung mit Kochsalz nur einen sehr geringen amorphen 
Niederschlag gibt. 

Die leichte Aussalzbarkeit ist fiir die Salze der gepaarten 
Siiure sehr charakteristisch. 

Genauer untersucht wurden bisher die folgenden Ver- 
bindungen : 


Baryumsalz: (C,;H,,NO,),Ba -|- 2 H,O. 


Dasselbe fallt auf Zusatz von BaCl, zu der Losung des 
Ammontaksalzes allmahlich in schénen. farblosen Kristallwarzen 
feine Nadeln von mehreren Millimetern Linge). Der geringste 
UberschuB von freiem NH, verhindert die Fiillung. 

Die Kristalle werden, um die unvermeidlichen Verluste 
einzuschriinken, durch ein moéglichst kleines Filter abgesaugt und 
mit geringen Mengen Wasser bis zur Chlorfreiheit gewaschen, 
gunichst an der Luft, dann im Exsikkator getrocknet. Das 
Salz enthalt 2 Mol. Kristallwasser, welches bei 105° entweicht. 


|. 01985 g (exsikkatortrocken) verloren bei 105—110° 0.0075 ¢g H,O 


oO 


== 3.7% 
29 02015 ¢ (im Exsikkator getrocknet) verloren bei 105—110° (leichte 
Gelbfiirbung) 0,008 g H,O = 3,97°0. 

(C,,H,,.NO,),Ba -+- 2 HO 
Verlangt Gefunden 
HO -= 4,20 3,70 3,97 %o 
4. O1910 g (ber 105° trocken) gaben 0,0535 ¢ BaSO, 16,44°'5 Ba 

4 01935 » >» 105° 0.0545 ; 16.55 °%/o 
(C,H, NO.) Ba 
Verlangt Gefunden 
Ba 16,77 °/0 16,44°/0 16,55 ° 0 


Das Calciumsalz: (C,,H,.NO,), Ca -- 2 H,O 


wird durch Fillung des neutralen NH,-Salzes mit CaCl, in 
denselben Formen erhaltea wie das Ba-Salz. Das Auswaschen 
des Niederschlags geschieht anfangs mit Wasser, weiterhin 
bis zur Chlorfreiheit mit Alkohol, worin das Salz unléslich ist. 
Auf diese Weise gelingt es, gréBere Verluste beim Auswaschen 
zu vermeiden. Das im Exsikkator getrocknete Salz verliert 
beim Erhitzen auf 105—110° 2 Mol. Kristallwasser. 
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(exsikkatortrocken) verloren bei 105° 0,0108 g H,O = 4,6°), 
(verlangt 4,76 °/o). 

2. 0,234 g (im Exsikkator getrocknet) gaben 0,0415 g CaSO, = 5,21°/o Ca 
(verlangt 5,29°/o). 

3. 0,2232 g (bei 105° getrocknet) gaben 0,0415 g CaSO, = 5,47°%o Ca 
(verlangt 5,55 °/o). 


1. 0,234 


vr 
© 


Silbersalz (C,,H,,NO, - Ag). 

Aus dem genau neutralisierten Ammoniaksalz durch Zu- 
satz von AgNO, in farblosen mikroskopischen Nadeln ausge- 
schieden. Der geringste Uberschu8 von freiem NH, verhindert 
die Fiallung, die dann erst nach vorsichtiger Entfernung des 
NH, durch Erwiirmen auf dem Wasserbade unvollstandig und 
in unreinem Zustande erfolgt. Aus konzentrierter LOsung scheidet 
sich das Salz zuniichst als flockiger Niederschlag aus, der nach 
kurzer Zeit kérnig kristallinisch wird (kugelformige Aggregate 
feiner Nadeln). Es wird zunachst mit Wasser, worin es etwas 
lislich, dann mit Alkohol, schlieBlich mit Ather gewaschen und 
im Exsikkator getrocknet. 

Das Salz ist frei von Kristallwasser und ziemlich licht- 


bestandig. 


1. 0,354 g (im Exsikkator getrocknet) gaben 0,0845 g Ag = 23,87°/0 
2. U1755 >» » > 0.0425 >» » = 242 % 
; C,5H,gNOsAg 
Verlangt Gefunden 
Ag = 24,1°/o 23,87°;0  24,2°/o 


Von anderen Metallverbindungen der gepaarten Glukuron- 
siure, die ich nicht analysiert habe, sei noch auf das Kupferzalz 
hingewiesen, welches aus dem NH,-Salz durch CuSO, in_ hell- 
blauen Nadeln ausgeschieden wird, in Natronlauge sich mit 
blauer Farbe lOst und schon bei schwachem Erwarmen zu 
Oxydul reduziert wird. 

Die Dimethylaminobenzoeglukuronsiure wurde aus dem 
Kaninchenharn meist in ziemlich betriachtlicher Ausbeute er- 
halten. Nach Verfiitterung von 40 g des Aldehyds konnten in 
einer Versuchsreihe ea. 25 ¢ reiner Substanz isoliert werden, 
denen noch mindestens 4—) g hinzuzurechnen sind, welche 
in den Filtraten der zersetzten Bleiniederschliige und in den 
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Waschwassern gelodst blieben, und sich beim Eindampfen derselben 
zum Teil ausschieden. Die Gesamtausbeute kann daher auf 75°/9 
des Ausgangsmaterials, d. 1. ca. 32°/o der berechneten Menge an 
cepaarter Glukuronsaure geschitzt werden. In anderen Fiitterungs- 
perioden wurde allerdings eine so hohe Ziffer nicht erreicht. 


Die im vorstehenden beschriebene Kombination von Glu- 
kuronsiure mit p-Dimethylaminobenzoesiure reprisentiert einen 
neuen Typus von Verbindungen. Ihre wesentlichen Eigenschatten, 
nochmals kurz zusammengefaBbt, sind folgende: Sie ist sehr schwer 
lOslich, reduziert die Fehlingsche Fliissigkeit und wird durch 
langeres Kochen mit Wasser, leichter noch durch Alkalien bei 
gewOhnlicher Temperatur gespalten. Gegen Siauren ist sie viel 
bestandiger. Die freie Siure, wie ihre neutralen Salze, lassen 
optisches Drehungsvermégen nicht mit Sicherheit erkennen; 
die Lésung in Mineralsiuren (CIH) lenkt das polarisierte Licht 
nach links ab. Durch ihre Zusammensetzung, ihre ungemeine 
Empfindlichkeit gegen Alkalien, ganz besonders aber durch ihr 
abweichendes optisches Verhalten unterscheidet sie sich auf- 
fallend von den durchweg linksdrehenden Verbindungen der 
Glukuronsiiture mit Phenolen und Alkoholen, soweit dieselben 
bisher bekannt sind. 

Es fragt sich nun, an welcher Stelle des Glukuronsiiure- 
molektils die Dimethylaminobenzoesaure eingetreten, ob sie von 
der Carboxylgruppe, von der Aldehyd- oder von einer der alko- 
holischen Gruppen fixiert ist. Im ersteren Falle wiirde die Ver- 
bindung als ein gemischtes Anhydrid aufzufassen sein, &hnlich 
dem von Askenazy und V. Meyer!) beschriebenen Acetyl- 
N(CH), 

‘COO —CH,CO. 
Diese Auffassung wird indessen durch die Zusammensetzung 


derivat der p-Dimethylaminobenzoesiure: C,H 


der Salze ausgeschlossen, in welchem die Verbindung mit 
Sicherheit als eine einbasische Siiure charakterisiert ist. 

Da fiir die bisher dargestellten gepaarten Glukuronsiéiuren 
eine gluxosidartige Bindung durch E. Fischer und Piloty?) 


') Ber. d. dtsch. chem. Ges., Bd. 26. S. 1365 
2 


Ber. d. dtsch. chem. Ges.. Bd. 24. S. 522. 








388 M. Jatfé, 


wahrscheinlich gemacht und neuerdings — wenigstens fiir einen 
Teil dersclben — durch die schénen Synthesen von Neuberg 
und Neimunn'!) bestitiet worden ist, so hegt aueh in vor- 


liegendem Falle die Aunthme am niichsten, dal die beiden 
Komponenten an der Aldehydgruppe vereinigt sind. Das Re- 
duktionsvermoven der Verbindung, welche in alkalischer Losung 
so leicht Glukuronsiiure abspaltet, kann nicht als Beweis gegen 
diese Auffussung geiten, welche freilich noch durch weiteres 
tatsiichliches Material begriindet werden mu. Wenn somit die 
Zusammensetzung der Dimethylaminobenzoeglukuronsaure noch 
nicht als endgiiltig festgestelit betrachtet werden kann, so findet 
sie doch thren wahrscheiniichsten Ausdruck in der Formel: 


CH- OC + C,H,N(CH,), 
¢(, (CHO, 

Ci 

CHOH 

COOH 


Siureverbindungen der Glukuronsaure, analog der von 
mir gefundenen, sind vielleicht keine seltenen Stoffwechsel- 
produkte: es ist anzunehmen, dab sie im tierischen Organismus 
nach KEinttihrung zahlreicher Stoffe entstehen, wenn sie auch 
bisher nicht tsoliert werden konnten. Dab sie sich der Beob- 
achlung entzogen, mag einerseits an threr Unbestiindigkei 
liegen, andererseits vielleicht durch den Umstand erklirt werden, 
dafi auf das Vorhandensein sehr schwer léslicher Produkte be 
der Untersuchung des Harns nicht immer geniigend geachtet 
worden ist. Wenn die letztere in der tiblichen Weise vermittels! 
der Bieifallungen geschieht, so diirfte es sich in allen Fiillen 
empfehlen, die mit HS zerlegten Bleiniederschliige nach griind- 
lichem Auswaschen mit kaltem Wasser oder Alkohol noch mit 
kochenden Losungsmitteln zu extrahieren. 

In der Voraussetzung, daf namentlich in der Reihe der 
Aldehyde sich Verbindungen finden werden, welche im tierischen 
Stoffumsatz iihnliche Kombinationen ergeben wie der Dimethyl- 
aminobenzaldehyd, habe ich mein Augenmerk zuniichst auf den 
Benzaldehyd gerichtet, dessen Verhalten im Organismus bereits 
vor einigen Jahren in meinem Laboratorium untersucht und in 


') Zentralblatt f. d. med. Wissensch., 1902, Nr. 32. 





























































: P ; : OO 
Das Verhalten des p-Dimethylaminobenzaldehyds im Stoffwechsel. od59 


der Dissertation von C. Siebert?) beschrieben worden ist. 
Siebert fand, dab die nach Fiitterung mit Bittermande!6l im 
Harn auftretende linksdrehende Glukuronsiiureverbindung, die 
in fester Form nicht isoliert werden konnte, bei der hydroly- 
tischen Spaltung Benzylalkohol liefert, demnach als Benzyl- 
olukuronsaure aulzufassen ist. Ich habe nun die Untersuchung 
nach dem modifizierten Verfahren — wiederholt, doch ist es 
mir nicht gelungen, neben der linksdrehenden Siiure eine dem 
Dimethylderivat entsprechende Benzoesiiure — Glukuronsiiure 
— aulzufinden. Damit ist indessen die Existenz eines solchen 
nicht ausgeschlossen: sie ist um so wahrscheinlicher, als auch 
nach Darreichune von bBenzoesiiure selbst oder benzoesauren 
Salzen im Harn von Kaninchen und Hunden eine gepaarte 
Siure auftritt, die nach Sieberts Untersuchung wahrscheinlich 
nicht identisch ist mit der Benzylglukuronsiiure. Wenigstens 
konnte aus ihr kein Benzylalkohol gewonnen werden. Eine so 
weitgchende Reduktion der Benzoesiiure diirfle auch im Orga- 
nismus schwer moglich sein. 

Von Thierfelder?) ist auf synthetischem Wege durch 
Benzoylierung nach dem Baumannschen Verfahren eine in 
Wasser unlosliche Dibenzoylglukuronsiiure dargestellt worden, 
welche gegen Alkalien in der Kiilte sehr bestiindig ist und 
Fehlingsche Lésung reduziert. Es unterliegt keinem Zweifel, 
dali diese Siiure, welche héchst wahrscheinlich eine freie Al- 
dehydgruppe enthalt, einem anderen Typus von Verbindungen 
angehort, als dem hier in Rede stehenden. Ich behalte mir vor, 
die Untersuchungen in der angedeuteten Richtung fortzusetzen. 


Bei der weiteren Verarbeitung des Harns der mit Di- 
methylaminobenzaldehyd gefiitterten Tiere wurden bisher noch 
folgende Verbindungen isoiiert : 

Freie p-Dimethylaminobenzoesiure. 

Dieselbe findet sich in betriichtlicher Menge in dem Blei- 

acetatmederschlag und wird demselben nach der Zersetzung 


') C. Siebert, Inauguraldissertation Kénigsberg. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XIII, S. 275. 








390 M. Jaffé, 


durch H,S, durch Auswaschen und wiederholtes Auskochen 
des Schwefelbleis mit Wasser und Alkohol entzogen. Die Aus- 
beute an der rohen, noch stark gefarbten Sdaure_ betrug 
ca. 4,5—5,0 (nach Verfiitterung von 50 g Aldehyd) i. e. 9 bis 
10°/o. Zum Zwecke der Reinigung wurde sie in das Baryum- 
salz tibergefiihrt, durch Kochen mit Tierkohle entfarbt und 
mit Essigsiiure gefillt. So erhielt man sie als farblose kristalli- 
nische Masse, welche dureh ihre auBberordentliche Schwer- 
loslichkeit in Wasser und ihren Schmelzpunkt (235°) mit hin- 
reichender Sicherheit als p-Dimethylaminobenzoesiure charak- 
terisiert werden konnte. 

Aus dem Bleiessigpriizipitat wurden noch ca. 2 g roher 
Dimethylsiiure gewonnen, die wahrscheinlich nicht praformiert 
vorhanden war, sondern durch Zersetzung der Glukuronver 
bindung frei geworden ist. 

Von grdBerem Interesse war der Nachweis einer Mono- 
methylsiiure unter den Stoffwechselprodukten des Aldehyds: 


Monomethyl-p-Amidobenzoesaure. 


Diese Siure fand ich zu einem geringen Anteil in dem 
Bleizucker-, zu einem groferen in dem Bleiessigniederschlage, 
in beiden sowohl in freiem Zustande als in einer gepaarten 
Verbindung (wahrscheinlich mit Glukuronsiure), aus welcher 
sie durch Erhitzen mit Baryumhydrat in Freiheit gesetzt wurde. 
Ihre Isolierung, die auf grobe Schwierigkeiten stieB, gelang in 
folgender Weise: 

Die Bleiniederschlige wurden durch H,S zersetzt, Filtrat 
und Waschwasser nach Verjagung des H,S durch einen Luftstrom 
mit Baryt neutralisiert und im Vacuum konzentriert, alsdann 
mit Essigsiiure stark angesiduert. Es schied sich zunachst etwas 
Dimethylsiure aus, die nach 24 Stunden abfiltriert wurde. 

Das Filtrat wurde dann mit Essigiither in der Schiittel- 
maschine auf das griindlichste extrahiert, die Ausziige mit wenig 
Wasser gewaschen und destilliert. Es hinterblieb ein schwarz- 
brauner, etwas harziger Riickstand, dessen Reinigung nur unter 
groben Verlusten an Substanz mdoglich war. Ich fand es 
zweckmiibig, denselben, um den EinfluB des Luftsauerstofls 
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moglichst auszuschlieBen, zuniichst mit kochendem Schwefel- 
wasserstoffwasser, worin er sich bis auf einen geringen harzigen 
Riickstand leicht lOste, zu extrahieren. Die heif filtrierte Fliissig- 
keit erstarrte beim Erkalten zu einem noch stark gefiirbten 
Kristallbrei, der abfiltriert, im Exsikkator getrocknet und wieder- 
holt aus heibem Benzol unter Zusatz einer geringen Menge 
bester Tierkohle umbkristallisiert wurde. Aus der Mutterlauge 
lieB sich der geléste Anteil durch Fiillung mit Petroliither ge- 
winnen. Schlieblich wurde das Produkt noch zweimal mit 
heiBem Wasser kristallisiert. Es zeigte sich, dai dasselbe 
noch Reste von Dimethylsiure enthielt, deren Trennung von 
dem Hauptprodukt am besten durch fraktionierte Behandlung 
mit heiBem bBenzol bewirkt wurde, in welchem sie viel schwerer 
lislich ist wie die Monosiiure. Durch nochmalige Kristallisation 
aus Benzol unter Zusatz von etwas Tierkohle, dann aus heiBem 
Wasser wird die letztere schlieBlich farblos und rein erhalten. 
Auf eine Spur noch anhaftender Dimethylsiiure ist vielleicht 
der bei der Analyse gefundene, etwas zu hohe C-Gehalt zu 
beziehen. 

Nachdem die in den Bleiniederschliagen priiformiert ent- 
hallene Saure in der eben geschilderten Weise entfernt worden 
ist, wurden die mit Essigither erschopften Filtrate zur Ge- 
winnung der in gepaarter Verbindung enthaltenen Saure mit 
einem Uberschu8 von Atzbaryt mehrere Stunden am aut- 
steigenden Kiihler erhitzt, nach dem Erkalten filtriert, vom ge- 
lusten Baryt durch Einleiten von CO, befreit und im Vacuum 
stark konzentriert. Nach Zusatz von Essigséure und Trennung 
von ausgeschiedener Dimethylsiiure wurde dann das Filtrat 
abermals mit oft erneuerten Portionen Essigiither ausgeschiittelt. 
Die weitere Verarbeitung der Essigitherausziige geschah in 
derselben Weise wie oben. 

Die gesamte Ausbeute an roher Siure aus den beiden 
Bleiniederschligen betrug ca. 4 g, d. i. 8°/o des verfiitterten 
Aldehyds (wovon etwa der 4. Teil fiir beigemengte Dimethyl- 
saure in Abzug zu bringen ist). Davon entfallen 0,7 g freier 
Monoséiure auf den Bleizucker-, 1,5 g freier und 1,7 g ge- 
bundener Siure auf den Bleiessigniederschlag. 
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Die Eigenschaften der Verbindung sind folgende: sie ist 
farblos, wird aber an der Luft leicht gelblich: sie kristallisiert 
sehr charakteristisch in zierlichen, gewundenen und verzweigten 
Nadeln, die bei langsamer Ausscheidung aus verdiinnter Losung 
eine Linge von mehreren Millimetern erreichen. Sie l6st sich 
leicht in heibem, schwerer in kaltem Wasser: das gleiche Ver- 
halten zeigt sie gegen Benzol; in Alkohol, Ather, Essigiither usw. 
ist sie leicht lOslich. Die L6sungen reagieren intensiv sauer. 
thr Schmelzpunkt liegt bet 154—156° (unkorr.); doch fand ich 
ihn bei einigen Darstellungen etwas hoher (158—160°), 

Charakteristisch ist folgende Reaktion: Setzt man = zu 
einer wiisserigen oder mit CIH oder Essigsiiture schwach an- 
gesiuerten Losung einige Tropfen H,O,, so bleibt sie zunichst 
larblos; aul Zusatz eines Kornchens FeSO, tritt dann eine 
prachtvoll violette Farbe und alsbald ein rotvioletter Nieder- 
schlag auf.) 

Die Elementaranalyse der im Vacuumexsikkator getrock- 
neten Verbindung ergab folgende Zahlen: 


1. 0.1233 g (Schmelzpunkt 154—156") gaben: 0,2863 g CO, = 63,2°/o0 C 
00,0681 » H,O = 6.2% H 

2. 0.1432 » | 160°) > 0,3372 » CQ, = 64,2°%0 C. 
0,0798 » H,O = 6,2°0 H 

3. 0,0989 » gaben 7,8 ccm N, 16°, 757 Hg = 9,07°/o N. 

-. 0.1332 » » {08 » HN, T. = 22°, Ga = 763 mm = O20 BH. 


Aus diesen Zahlen berechnet sich die Formel einer Methylamino- 
benzoesiiure C,H,NO., welche 


Verlanst: Gefunden: 
CG = 63,57°/o 63.2 °%o 64,2 °/o 
H = 5,96°/o 6,2 %lo 6,2 °/o 
N = 9,27% 9,08°/o 9,2 %/o 


Der etwas zu hohe C-Gehalt in Analyse 2. erklart sich, 
wie oben bereits bemerkt, wahrscheinlich aus einer geringen 
Beimengung der Dimethylsiiure, deren letzte Spuren sehr schwer 
zu entfernen sind. flierfiir spricht auch der in diesem Falle 
einige Grade hoher liegende Schmelzpunkt. Im iibrigen machte 





') Eine iihnliche Reaktion mit mehr schmutzig violetter Farben- 
nuance gibt die p-Aminobenzoesdure. 
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die schon und gleichmifbig in makroskopischen Nadeln kristalli- 


sierte Substanz den Eimdruck emer einheitlichen Verbindung. 

Kin fir die Analyse geeignetles kristallisiertes Salz habe 
ich bisher uicht darstellen konnen. Die Silberverbindung er- 
hilt man auf Zusatz von AgNO, zu der Losung des neutralen 
NH,-Salzes als farblosen, in’ mikroskopischen Nadeln— kristalli- 
sierenden Niederschlag, der sich aber in wenigen Sekunden, 
auch bet Liehtabsehlub, unter Sehwarztiirbunge zersetzt. Ein 
ja-Salz gewann ich, allerdings in sehr geringer Ausbeute und 
nicht vOillig rein, indem ich die Losung der freien Siiure mit 
Ba-Wasser neutralisierte, nach Entlernung des Ba-Uberschusses 
durch CO, auf dem Wasserbade konzentrierte, mit dem mehr- 
fachen Volumen Alkohol und einem grofen UberschuB von 
Ather versetzte. Es scheidet sich als amorpher, flockiger, sehr 
hygroskopischer Niederschlag aus, der nach dem = Abfiltrieren 
und Auswaschen mit Ather sofort im Exsikkator getrocknet 
werden mub. Im trockenen Zustande ist das Salz luttbestiindig: 
es lOst sich sehr leicht in Wasser wie auch in Alkohol. 

Zur Darstellung anderer Metallverbindungen war das muir 
zu Gebote stehende Material nicht ausreichend. 


p-methylaminobenzoesaures Baryurn (CyU NOL) Ba. 


0.094 ¢ Substanz (bei 105° getrocknet, wober leichte Gelbfirbung eimtrat) 
gaben 0,0525 g BaSQ,, entsprechend $2,7°0 Ba; verlangt 31,55°%/0 Ba 

Ks fragt sich nun, welche der 5 isomeren Methylamino- 
benzoesiiuren hier vorliegt. 

Mit den bis jetzt bekannten Ortho- und Metaverbindungen 
stimmt die gefundene Siiure in ihren Kigenschaften nicht tiberein. 
Die erstere schmilzt bei 179° und kristallisiert in Blittehen. 
Die Metasiiure kristallisiert ebenfalls in warzenfOrmig vereinigten 
Blattchen (s. Beilstein: ihr Schmelzpunkt ist nicht angegeben), 
wihrend die aus dem Harn isolierte Saure nadelfOrmige Kristalle 
bildet und bei ca. 154—156° schmilzt. Es blieb somit nur die 
Moglichkeit, daB es sich um die bisher noch nicht dargestellte 
Paramethylaminobenzoesiiure handelt. Obgleich der niedrige 
Schmelzpunkt gegen diese Annahme zu sprechen schien — da 
sowohl die p-Aminobenzoesiiure selbst wie ihr Dimethylderivat 
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erheblich héher schmilzt, wie die entsprechenden Isomeren 
so habe ich sie doch einer direkten Prifung unterworfen, indem 
ich die p-Methylaminobenzoesaure auf synthetischem Wege 
darzustellen versuchte. —* 

Kis ist mir in der Tat gelungen, sie durch Methylierung der 
p-Aminobenzoesiiure zu erhalten und den Nachweis zu fiihren, 
dab sie mil der in Rede stehenden Siaure des Harns identisch ist. 

Ich erhitzte zunachst p-Aminobenzoesiaure mit dem gleichen 
Molekiil Jodmethyl und 2 Mol. KHO unter Zusatz von Methyl- 
alkohol und erhielt dabei, allerdings nur in Spuren, eine Siure, 
die bei c. 154° schmolz. Der grébte Teil der p-Aminobenzoe- 
siiure war unangegriffen geblieben. befriedigender war das 
Resultat, als ich die Menge des Jodmethyls und des Alkalis 
verdoppelte: 4,5 g p-Aminobenzoesaure wurden mit 9 g_ Jod- 
methyl, 9 ¢ KHO und 50 cem Methylalkohol 3 Stunden lang 
auf dem Wasserbade am aufsteigenden Ktihler gekocht. Nach 
dem Verdunsten des Methylalkohols, Zusatz von Wasser und 
Neutralisation mit Salzsiiure schied sich eine Kristallmasse aus 
(ea.2 ¢), welche zum grObten Teil aus unverinderter p-Amino- 
benzoesiiure bestand und nach dem Umkristallisieren aus heibem 
Wasser den richtigen Schmelzpunkt desselben (185°) zeigte. 
In der Mutterlauge war die Monomethylsiure enthalten, deren 
Trennung von der gelOsten p-Aminobenzoesiure auf dem Wege 
der Kristallisation nicht moglich war, da die Loslichkeit der 
beiden Siiuren in Wasser, Benzol ete. nahezu die gleiche ist. 

Ich habe deshalb die wiisserige L6sung des Gemenges mit 
neutralem Bleiacetat versetzl, wodurch — nach einer Angabe von 
Liebermann — die p-Aminobenzoesaure fast vollstandig in Form 
einer kristallinischen, éiuBerst schwerléslichen Doppelverbindung 
von essigsaurem und aminobenzoesaurem Blei gefillt wird. 

Nach beendigter Ausscheidung desselben wurde das Filtrat 
durch H,S entbleit und auf dem Wasserbade auf ein kleines 
Volumen eingedampft: beim Erkalten schied sich eine reichliche 
Menge nadelférmiger Kristalle aus, welche unter dem Mikroskop 
die sehr charakteristisch gewundenen und verzweigten Formen 
der aus dem Harn isolierten Saure zeigten. Nach 1—2maligem 
Umkristallisieren aus heiSem Wasser erhielt ich die Substanz 
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in Nadeln von mehreren Millimetern Liinge, die bei 151—153° 
schmolzen. Der Schmelzpunkt der synthetischen Saure liegt 
also einige Grade niedriger, als der der Harnverbindung, mit 
welcher sie sonst in allen Eigenschaften, in den Ldéslichkeits- 
verhiiltnissen und in der Reaktion mit H,O, und FeSO, durch- 
aus libereinstimmt. Die unerhebliche Differenz des Schmelz- 
punktes rihrt wohl von geringfiigigen Beimengungen her, von 
denen weder die Saure des Harns (s. 0. 5. 391) noch das syn- 
thetische Produkt vollig befreit werden konten. Das letztere 
scheint, wie aus dem etwas zu niedrigeren C-Gehalt zu schlieBen 
ist, durch Spuren von p-Aminobenzoesiure verunreinigt zu sein. 

Die fiir beide Siituren angegebenen Schmelzpunkte bediirfen 
noch genauerer Feststellung, die erst moOglich sein wird, wenn 
das schwer zu gewinnende Material mir in gréberen Quantitiiten 
zur Verfigung steht, welche oft wiederholtes Umkristallisieren 
gestatten. 

Analyse. 
0.1300 g gaben 0.2995 g CO, und 0,0650 g H,O 
entsprechend 62,8°/0 C und 6,3°%/o H. 
Die Formel CyH,NO, 


Verlangt Gefunden 
C = 63.6 % 62,8 Jo 
H = 0,995 a 0 6.3% /0 


Ks kann trotz der geringen Differenz des C-Gehalts und 
des Schmelzpunktes nicht zweifelhaft sein, dai die synthetische 
Verbindung mit der im Harn ausgeschiedenen identisch ist und 
dai in beiden Fiéllen die p-Methylaminobenzoesiure vorliegt. 
Sehr auffallig und sonstigen Erfahrungen widersprechend ist 
der niedrige Schmelzpunkt derselben, der ca. 20° unter dem 
der Orthoverbindung liegt, wiahrend im allgemeinen die Para- 
verbindungen in der Benzolrethe betriichtlich héher zu schmelzen 
pilegen als ihre Isomeren. Auffallig ist ferner, dafi bei der 
Methylierung der p-Aminobenzoesiiure nach obigem Verfahren 
keine Spur der Dimethylsiiure erhalten wurde. 

Die Ausbeute an der Monomethylsiiure war iibrigens eine 
sehr schlechte, nicht mehr wie ca. 5°/o des Ausgangsmaterials 
betragend. Sie wird sich vermutlich durch Abiinderung der 
Versuchsbedingungen verbessern lassen. 


LT 
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Die Entstehung einer Monomethylverbindung im tierischen 
Stoffwechsel durch partiellen Abbau des Dimethylaldehyds ist 
bekanntlich nicht ohne Analogie; ahnliche Entmethylierungs- 
vorgiinge sind in einer Rerhe von andern Fillen beobachtet 
worden; ich erinnere beispielsweise an den Abbau des Coffeins, 
der bis zum Methylxanthin, selbst zum Xanthin fortschreitet. 

Auch bei der Umwandlung des Dimethylamidoantipyrins 
(Pyramidon) im Organismus des Hundes werden die am N 
befindlichen Methylgruppen eliminiert, wiihrend die mit C ver- 
bundene intakt bleibt.') 

Die bisher dargestellten Stoffwechselprodukte des Dime- 
thylaminobenzaldehyds sind also die folgenden: 

1. Dimethylaminobenzoeglukuronsiure 
2. p-Dimethylaminobenzoesiure 
3. p-Monomethylaminobenzoesiiure. 

In dem Bleiessigniederschlag des Harns ist auberdem 
eine andere interessante Verbindung enthalten, welche. sich 
durch eine schéne Farbenreaktion auszeichnet: allmiihlich ein- 
tretende blaufirbung und Bildung eines blauen Niederschlags 
bei Zusatz von Silbernitrat. Der dieser Reaktion zugrunde 
liegende Korper farbt sich an der Luft schnell dunkel, ist aber 
im iibrigen recht bestiindig; er scheint im Harn, wenigstens 
zum groferen Teil, an Glukuronsiiure gebunden zu sein, von 
der er durch Erhitzen mit Baryt getrennt werden kann. Aus 
essigsaurer LoOsung wird er durch Essigiither leicht ausge- 
schiittelt. Seine Reindarstellung ist mir aber bis jetzt nicht 
gelungen. Ich hoffe tiber ihn, wie iiber die eingangs (8.377) er- 
wahnte linksdrehende Glukuronséiureverbindung, welche haupt- 
sichlich durch Bleiessigammoniak gefillt wird, in einer fol- 
genden Mitteilung niitheren Aufschlu8 geben zu koOnnen. 

') Ich habe mich durch besondere Versuche iiberzeugt, dafs der 
kaiuflich bezogene Dimethylaminobenzaldehyd hinreichend rein war und 
dai er namentlich keine Beimengung von Monomethylaldehyd enthielt, 
von der etwa die Entstehung der Methylaminobenzoesdure abgeleitet 
werden konnte. 








Zur Kenntnis der Milchsaure in tierischen Organen. 
Von 


Dr. G. Moriya. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts zu Berlin 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Dezember 1904.) 


A. Milchsiiure des Gehirns. 


Im Jahre 1857 teilte Wilhelm Miller!) mit, dab die 
aus Ochsengehirn isolierte Milchsiiure «Giirungsmilchsiiure» set. 
Diese Angabe, welche von Gscheidlen?) (fir Hundegehirne) 
bestiitigt wurde, ist in die Lehrbiicher itibergegangen. Sie muf 
auffallend erscheinen, da aus allen andern Organen, welche 
darauthin untersucht worden sind, «Fleischmilchsiiure» erhalten 
wurde. Auf Veranlassung von Herrn Prof. Thierfelder unter- 
nahm ich es, diese Angabe auf ihre Richtigkeit zu prifen. 

Fir die Untersuchung dienten Gehirne von Mensch, Pferd, 
Rind und Hund. Die tierischen Organe wurden unmittelbar 
nach dem ‘ode entweder direkt in Arbeit genommen oder in 
lein zerkleinertem Zustande in Alkohol gebracht, die mensch- 
lichen kamen natiirlich erst einen oder einige Tage nach dem 
Tode in meine Hiinde. Die Isolierung der Milchsiiure geschah 
in folgender Weise: Die von Blut mdglichst befreite und fein 
zerkleinerte Gehirnmasse wurde mit schwefelsiiurehaltigem 
Wasser angeriihrt, zum Sieden erhitzt und filtriert, das Filtrat 
nach Entfernung der Schwefelsiiure mit Barytwasser und des 
Wwerschiissigen Baryums mit Kohlensiiure zum diinnen Sirup 
eingedampft, anfangs auf kochendem Wasserbad, zuletzt bei 
ciner 70° nicht iibersteigenden Temperatur. Der Riickstand 

') Ann. d. Chem. u. Pharm., Bd. 103, S, 152. 

Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 8, S. 178 (1! 
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wurde wiederholt mit Alkohol ausgezogen und der beim Ver- 
dunsten der vereinigten alkoholischen Filtrate hinterbleibende 
Sirup mit Phosphorsiiure angesiiuert und mehrfach mit Ather 
ausgeschiittelt. Der Atherriickstand wurde in Wasser gelist, 
die wiisserige LOsung mit Zinkkarbonat gekocht, filtriert und 
eingeengt. Die beim Stehen sich ausscheidenden Kristalle wurden 
durch Umkristallisieren unter Zuhilfenahme von Tierkohle ge- 
reinigt und vollig farblos erhalten. 

Zur Identifizierung diente die Kristallwasserbestimmung, 
die Zinkbestimmung sowie die optische Untersuchung. 


1. Menschliches Gehirn: 


0.2474 ¢ Zinksalz verloren bei 110° 0,0318 g == 12,85°/o H,O. 

0.2156 » bei 110° getrockn. Zinksalz lieferten 0,0723 g ZnO = 33,53°/o ZnO. 
2. Pferdegehirn: 

0.2169 g Zinksalz verloren bei 110° 0,0281 g = 12,96°/o H,O. 


QO.1888 » bei 110° getrockn. Zinksalz lieferten 0,0634 ¢ ZnO = 23,58 °/o ZnO. 
3. Pferdegehirn (weiffe Substanz): 

0.0311 ¢ Zinksalz verloren bei 110° 0,0040 g = 12,86° 0 H,0O. 

0.0271 » bei 110° getrockn. Zinksalz lieferten 0,0092 g ZnO = 33,95°/o ZnO. 
4. Rindergehirn: 

.4022 ¢ Zinksalz verloren bei 110° 0.0513 g == 12,75° H,O. 

0.2080 » bei 110° getrockn. Zinksalz lieferten 0.0701 ¢ ZnO = 33,70° o ZnO. 
5. Hundegehirn: 

0.0588 ¢ Zinksalz verloren bei 110° 0,0074 g = 12,59°%/o H,O. 

0.0514 » bei 110° getrockn. Zinksalz lieferten 0,0168 g ZnO == 32.68 °/o ZnO. 


Die wiisserigen LOsungen aller Zinksalze drehten die Ebene 
des polarisierten Lichtes nach links. 

Das Zinksalz der aktiven Milchsiiure kristallisiert mit 2 Mol. 
Wasser (= 12,88°/o H,O), das Zinksalz der inaktiven mit 3 Mol. 
Wasser (= 18,16°/o HO), das wasserfreie Zinksalz liefert beim 
Glithen 53,44°/o ZnO. Es handelt sich also in allen unsern 
Fiillen um aktive Milchséiure, und zwar um d-Milchsiure, die 
sog. Fleischmilehsiiure. 

Nach meinen Untersuchungen findet sich also im 
Gehirn dieselbe Modifikation der Milchs&ure wie in 
den tibrigen Organen. Wie sind nun die abweichenden 
Angaben von Miller und Gscheidlen zu erkliiren? Beide 
eriindeten die Entscheidung itiber die Natur der Milchsaure 
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lediglich auf je eine Kristallwasserbestimmung des Kalksalzes. 
Sie fanden 29,6°9/o, bezw. 29,37°/o Kristallwasser. Das inaktive 
milchsaure Calcium kristallisiert nach Engelhardt und Mad- 
drell') mit 5 Mol. Wasser (== 29,22°/o), das_fleischmilchsaure 
nach Liebig?) und Engelhardt) mit 4 Mol. (= 24,83 °/o 
Doch ergaben die Analysen von Engelhardt Werte, die zum 
Teil mit dem berechneten Wert schlecht stimmen (24,88 °/o 


26,34 ° Nach Wislicenus*) kristallisiert das Kalksalz der 


/0). 
Fleischmilchsiiure (d-Milchsiure) mit 41/2 Mol. Wasser (—= 27.09 /o 
und denselben Wert fand Schardinger®) fiir das Kalksalz der 
|-Milchsaure. 

Aus diesen widersprechenden Angaben geht hervor, dal} 
das Kalksalz nicht geeignet ist, die Frage nach der Natur der 
Milchsiiure zu entscheiden. Dazu kommt, dab Miller, wie es 
scheint, ein aus heifem Weingeist umkristallisiertes Salz be- 
nutzt hat. Nach Engelhardt enthilt aber das aus heibem 
Weingeist sich abscheidende Kalksalz der Fleischmilchsiiure 
ebenso wie das der inaktiven Saure 5 Mol. Kristallwasser, d. h. 
Dafiir, dab Gscheidlen Alkohol 
kristallisiert hat, ergeben sich aus seiner Mitteilung keine An- 
haltspunkte. Jedenfalls aber hat er versiumt, die Richtigkeit 
seiner Angabe durch Priifung des optischen Verhaltens zu priifen. 
Millers Untersuchungen fallen in eine Zeit, in der iiber das 
verschiedene optische Verhalten der Milechsiiuren noch nichts 
bekannt war. 


auch aus um- 


—_t 


—— / 


Auch in Bezug auf die Milchsiiure der Thymusdriise hat 
die Kristallwasserbestimmung im Kalksalze zu einer irrtiimlichen 
Auffassung der Natur der Siiture gefiihrt. v. Gorup-Besanez®) 
fand in einem aus Weingeist umkristallisierten Priparat von 
milchsaurem Kalk, das aus Thymusdriise erhalten war, 29,25°/o 
Kristallwasser und sprach daraufhin die Siiure als Giirungs- 


1) Ann. 
2) Ann. 
) Ann. 
Ann. 
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milchsaure an. Spater wurde von Moscatelli!) gezeigt, daf 
es sich auch hier um Fleischmilchsiéure handle. 

Als meine Untersuchung abgeschlossen war, fand ich, daf 
schon Thudichum?) die aus Gehirnen von Mensch und Rind 
isolierte Milchsiure auf Grund von Kristallwasserbestimmungen 
der Zinksalze und auf Grund des optischen Verhaltens als 
d-Milchsiiure erkannt hat. Diese Angaben, welche durch meine 
Befunde eine vollstandige Bestatigung erfuhren, scheinen giinzlich 
ibersehen worden zu sein. 


b. Milchsiiure der tibrigen Organe. 


Soweit die Untersuchungen reichen, ist die Milchsiiure 
der Organe optisch aktiv, aber nur ftir einige von ihnen ist 
festgestellt, ob es sich um die d- oder die |-Modifikation handelt. 
Im Fleisch,?) im Blut,4) im Glaskérper,*) im Gehirn (Thudichum 
und meine eigenen Untersuchungen) ist d-Milchséure nachge- 
wiesen, fiir viele andere Organe ist nach dieser Richtung nichts 
bekannt. Ich beschloB deshalb, wenigstens fiir einige diese Liicke 
auszufiillen. Das Untersuchungsmaterial stammte von Rindern. 

Die Isolierung der Milchséure und die Darstellung des 
Zinksalzes geschah, wie oben beschrieben. Ein Teil der vollig 
farblosen Kristalle diente fiir die Kristallwasser- und Zinkbe- 
stimmung, ein anderer fiir die Polarisation. 


Lymphdriisen: 


0.5925 ¢ Zinksalz verloren bei 110° 0.0755 g = 12,74°o H,0O. 

0.3679 » bei 110° getrockn. Zinksalz lieferten 0,1235 g ZnO = 33,57 °/0 ZnO. 
Niere: 

0.5304 g Zinksalz verloren bei 110° 0,0680 g = 12,82°o H,0O. 


0.3139 » bei 110° getrockn. Zinksalz lieferten 0,1062 g ZnO = 33,83 °/o ZnO 
Thymus: 

0.6705 g Zinksalz verloren bei 110° 0,0852 g = 12,71°/o H,O. 

0.3991 » bei 110° getrockn. Zinksalz lieferten 0,1335 g ZnO = 33,45 °/o Zn. 


— 


) Diese Zeitschrift, Bd. XII, S. 416 (1888). 

Grundziige der anatom. u. klin. Chemie, 8. 183 (Berlin 1886). 
Wislicenus, a. a. O. 

‘) Gaglio, Arch. f. Anat. u. Physiol., Physiol. Abtlg., 1886, S. 400 
Pautz, Zeitschr. f. Biol., Bd. 31, 8S. 212 (1894). 
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Milz: 


0.7636 g Zinksalz verloren bei 110° 0,0990 g = 12,96°%o H,O. 
0.4228 » bei 110° getrockn. Zinksalz lieferten 0.1416 g ZnO = 33,49° 0 ZnO. 


33 


a 


Pankreas: 
0.4018 ¢ Zinksalz verloren bei 110° 0,0520 g = 12,94°/o H,O. 
0.0932 » bei 110° getrockn. Zinksalz lieferten 0,0312 g ZnO = 33,48°/o ZnO. 


JS 


Schilddriise: 


0.4592 g Zinksalz verloren bei 110° 0.0582 g = 12,67°/o H,O. 
0.2556 » bei 110° getrockn. Zinksalz lieferten 0.0855 g ZnO = 33.45" 0 ZnO. 


Die wisserigen Losungen aller dieser Zinksalze, die durch 
die vorstehenden Analysen als Salze der aktiven Milchsiiure 
festgestellt worden sind, drehten die Ebene des polarisierten 
Lichtes nach links. 

Die isolierte Saéure war also in allen Fillen die 
d-Milchsiiure. Eine andere Athylidenmilchsiiure als die d-Milch- 
siiure ist bisher in tierischen Organen nicht nachgewiesen 
worden, wenn man von der bis jetzt noch nicht bestiitigten 
Angabe von Heintz,!) nach der im Fleisch neben der aktiven 
auch inaktive Milchsiiure vorkommen soll, absieht. 


‘) Ann. d. Chem. u. Pharm., Bd. 157, 5. 314 (1871). 









Zur Kenntnis der Thymusnucleinsauren. 
(Il. Mitteilung.)?) 


Von 


H. Steudel. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7, Dezember 1904.) 


Im Anschlufi an den in meiner ersten Mitteilung beschrie- 
benen Versuch, die bei der Spaltung der Thymusnucleinsiiure 
mit siedenden Siiuren entstehenden stickstoffhaltigen Bestand- 
teile méglichst quantitativ zu bestimmen, sind weiterhin folgende 
Resultate gewonnen: 

100 g lufttrockenes nucleinsaures Kupfer von demselben 
Priiparat, das zum ersten Versuch benutzt war, wurden mil 
300 g konzentrierter H,SO, und 600 g Wasser 14 Stunden lang 
am RiickfluBkiihler gekocht. Die auf 11 aufgefiillte Reaktions- 
fliissigkeit enthielt dann 6,244 g N. 

5 ecm, nach Kjeldahl! verascht, sittigen ab 22,3 ccm /10-Oxalsadure 
= (,03122 g N oder 6,244 ¢ N in 1000 ccm. 

Ferner wurden 50 ccm mit Barythydrat genau neutra- 
lisiert und mit tberschiissigem Baryumkarbonat abdestilliert. 
Dann wurden 

11,6 ccm " 10-Oxalsdure abgesittigt = 0,01624 g N, entsprechend 
0.3248 ¢ N in 1000 ccm als Ammoniakstickstoff. 

Nach Entfernung der Schwefel- und Phosphorsiiure mit 
Baryt wurde die wieder schwach mit Schwefelsdure angesduerte 
Fliissigkeit noch einmal auf 1 1 aufgefiillt und der Gesamt- 
stickstoff bestimmt. 


5 cem siittigen ab 19,4 ccm /10-Séiure = 5,432 ¢ N in 1000 ccm. 
5» > > 19,5 >» Djro- » = 5460 » » » 1000 » 





') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 168. 
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Es waren also rund 0,4108 g N als sogenannter Humin- 
stickstoff verloren. 

Nun wurde die Fliissigkeit auf einen Gehalt von 5°/o 
Schwefelsiiure gebracht und genau nach der in der ersten 
Mitteilung beschriebenen Methode weiter verarbeitet. Es lieBen 
sich so isolieren 


Guanin = 1,3552 g mit 0,6287 ¢ N 
Adeninpikrat = 5,3526 g = 1,975 g Adenin » 1,0230 > » 
Cytosinpikrat = 5,8318 » = 1,886 » Cytosin » 0,7158 » >» 
Thymin = 369 g » 08199 > » 


Setzt man den Stickstoff in der Ausgangsmenge 6,244 g 
= 100, so erhalt man in Prozenten des Gesamtstickstofts 


NH,-Stickstoff = 5,20°/o 
Humin- > == 658° 
Guanin- > = 10,07°/o 
Adenin- > = 16,39°/o 
Cytosin- > = 11,470 
Thymin- > = 13,11°/o 


Ferner wurden 100 g nucleinsaures Kupfer vom gleichen 
Praparat mit 300 ccm konzentrierter Salzsiiure vom spezifischen 
Gewicht 1,19, 200 g Wasser und 75 g Zinnchloriir 14 Stunden 
lang gekocht, dann in der auf 1000 aufgefiillten Reaktions- 
liissigkeit Gesamtstickstoff und Ammoniakstickstoff bestimmt. 

dccm, nach Kjeldahl verbrannt, siittigen ab 24,5 ccm "/10-Siiure 
= 6,846 g N in 1000 ccm. 

50 ccm liefern, mit BaCO, destilliert, 0,05502 ¢ N als NH,-N 

== 1,1004 g in 1000 ccm. 

Nachdem das Zinn mit Schwefelwasserstoff, die Salz- 
saure zum grOBten Teil durch wiederholtes Abrauchen auf dem 
Wasserbade, zum Schlu8 bei niederer Temperatur und unter 
Zugabe von Alkohol entfernt war, lieBen sich aus der Reak- 
tionsmasse isolieren: 


Guanin: 0,4642 g mit 02154 ¢ N. 
Adeninpikrat: 1,7042 ¢ = 0,6272 g Adenin » 0,3256» » 
Cytosinpikrat: 5,6620 » = 1,832 » Cytosin » 0,6950 » >» 
Thymin: 3,67 ¢ » O,8155 > » 


In Prozenten des Gesamtstickstoffs ausgedriickt, ergeben 
sich folgende Werte: 
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NH,-Stickstoff == 16,08°%o 


Guanin- > 3,15 °/o 
Adenin- , == 4.76° 

Cytosin- > = 10,15°/o 
Thymin- » 11.91 °/o 


len Huminstickstoff zu bestimmen, habe ich leider beim 
letzten Versuch versiitumt; die Tabellen sind auch deshalb noch 
nicht ganz vollstindig, weil die Alloxurbasenfraktion sowohl 
bei der Schwefelsiure- wie bei der Salzsiurespaltung einer 
quantitativen Bestimmung nach Abscheidung von Guanin und 
Adenin unerwartete Hindernisse in den Weg legte. Aber grofere 
Anderungen wird die Aufarbeitung dieses Teiles, der iibrigens 
nicht sehr bedeutend war, nicht mehr bringen, sodafi man 
wohl berechtigt ist, die entsprechenden Zahlen der drei Ver- 
suche miteinander zu vergleichen. Ich stelle die drei Tabellen 
der Prozente des Gesamtstickstoffs hier nebeneinander : 








; Spaltung mit: 
N gefunden 
Jodwasser- | Schwefel- | Salzsiiure -+ 
in Form von ves a boas “ 
stoffsiure | siiure | Zinnchloriir 
Po & awe 7,00 5,20 16,08 
Humin-N .. or 11,54 | 6.58 
Guanin-N .. i 3.61 10,07 3,15 
Adenin-> .... 13,45 | 16,39 | 4,76 
Cytosin- ge ‘ 11,45 | 11,47 | 10,15 
Thymin-» .... 15.88 13,11 | 11.91 
| 





Ohne weiteres ergibt sich hieraus, daB die Schwefelsiiure- 
spaltung, die Kossel schon seit langer Zeit zur Aufteilung der 
Protamine und der Eiweibkérper benutzt, auch fiir die Unter- 
suchung der Nucleinsiiuren am geeignetsten ist. Bei ihr wird 
am wenigsten Ammoniak gebildet, nur etwas weniger wie bel 
der Jodwasserstoffspaltung, bedeutend weniger wie bei der Salz- 
siiurespaltung. Auch die Zahl fiir den Huminstickstoff ist be! 
der Schwefelsiiurespaltung nur etwa halb so groB wie bei Hi- 
Spaltung. Dagegen sind die Zahlen fiir Guanin und Adenin be! 
der H,SO,-Spaltung am gréBten, wohl ein Beweis dafiir, dab 
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sie bei den beiden anderen Spaltungen mit zur Erhéhung des 
Humin-(HJ) resp. Ammoniakstickstoffs (HCI)!) beigetragen haben. 
Die Werte fiir die einfachen Pyrimidinderivate zeigen in allen 
drei Versuchen gute Ubereinstimmung, vom Cytosin wurde fast 
iiberall die gleiche Menge erhalten, vom Thymin desgleichen, 
nur konnte ich bei der H,SO,- und HCl-Spaltung keine nach- 
weisbaren Mengen von Uracil auffinden. Daf trotz der starken 
Reduktionsmittel, die bei HJ- und HCl-Spaltung angewendet 
wurden, die Menge des Cytosins und Thymins nicht vermehrt 
worden ist, spricht sehr daftir, dab die einfachen Pyrimidin- 
derivate unabhangig von den Alloxurkérpern aus dem Nuclein- 
-iiuremolekiil hervorgehen. 

Den Zahlen haften selbstverstindlich alle Miingel eines 
ersten Versuches an, und bei Wiederholung der Spaltungen 
wird der eine oder andere Wert vielleicht noch um einige 
Kinheiten korrigiert werden miissen, soviel aber ist bisher ge- 
wonnen, da die Schwefelsiiurespaltung zu wiihlen sein wird, 
wenn man eine Systematik der einzelnen Nucleinsiiuren ver- 
schiedener Herkunft nach ihren Spaltungsprodukten versuchen 
oder die Mengenverhiiltnisse der einzelnen Basen in den Ab- 
bauprodukten der Nucleinsiiuren feststellen will. 


') Adenin ist gegen Reduktionsmittel unbestindig. So geht es bei 
der Reduktion mit Zink und HC] schon bei Wasserbadtemperatur in einen 
KOrper iber, der vielleicht Azulminsiiure ist. (Kossel, Diese Zeitschrift, 
Bd. XI, S. 248.) 










Die bei der Selbstverdauung des Pankreas auftretenden 
Nucleinbasen. 
Von 
Dr. Martin Schenck. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Marburg.) 
Der Redaktion zugegangen am 8. Dezember 190+.) 


Das Ausgangsmaterial fiir meine Untersuchungen war von 
Herrn Dr. Lohmann in folgender Weise dargestellt worden. 
Lebendfrische Pankreasdriisen von Schweinen und Rindern 
wurden fein gehackt, unter Chloroformwasser,!) dessen Menge 
so gewihlt war, dai auf 1 kg Driisensubstanz 2 kg Fliissig- 
keit kamen, bei Bruttemperatur gehalten, bis die Verdauungs- 
fliissigkeit keine Biuretreaktion mehr gab. Die klare Ver- 
dauungsfliissigkeit wurde dann vom Bodensatz abgehebert, auf- 
eekocht, filtriert und zur Abscheidung des Tyrosins eingeengt. 
Das auskristallisierte Tyrosin wurde abgesaugt, das neue Filtra 
mit Barytwasser von den Phosphaten befreit, der tiberschiissige 
Barvt durch Kohlensiiure entfernt. Die so erhaltene Fliissig- 
keit wurde nunmehr stark eingeengt und die Nucleinbasen 
nach den Angaben von Kutscher vom Histidin, Arginin ete. 
abgetrennt. Zu diesem Zweck wurde sie mit Salpetersiure 
schwach angesiiuert und mit 20°%/oiger Silbernitratl6sung aus- 
gefiillt. Die Fiillung wurde nach einigen Tagen abgesaugt, unter 
starkes Ammoniak gebracht und so einige Wochen aufbewahrt. 
Dabei gingen nicht unbetriichtliche Mengen in Losung, die au: 
den Silberverbindungen nicht bekannter Koérper bestehen. Diese 
Zwischenfraktion ist bisher nicht naher untersucht worden, 
doch lassen sich aus ihr die in Lésung gegangenen Verbin- 
dungen von neuem durch anniihernde Neutralisation mit Salpeter- 
siiure niederschlagen und auf diese Weise reinigen. Der un- 
geloste Rest wurde abgesaugt, zuniichst mit Ammoniak, dann 


') Salkowski, Deutsche medizin. Wochenschr., 1888, Nr. 16 
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mit Wasser ausgewaschen und mit itiberschiissiger Salzsiiure 
versetzt. Das Filtrat vom Chlorsilber war auf dem Wasser- 
bade zur Trockene abgedampft worden. So war schlieblich 
eine starkgefiirbte kristallinische Masse hinterblieben, die in 
der Hauptsache aus den Chloriden der Nucleinbasen bestand. 
Dieselbe erhielt ich zur weiteren Verarbeitung. 

Die Aufteilung geschah nach der Methode von Kriiger 
und Salomon. Es wurde die Kristallmasse mit Wasser bei 40° 
digeriert, nach mehrstiindigem Stehen von dem Ungelésten ab- 
iltriert und auf diese Weise eine «Xanthinfraktion» und 
eine «Hypoxanthintfraktion» erhalten. Die Xanthinfraktion 
wurde nach Kriiger und Salomon weiter behandelt. Es gelang 
jedoch nicht, aus thr irgend einen kristallisierten Korper zu 
cewinnen, nur geringe Mengen braungefiirbter Schmieren schieden 
sich aus. 

Aus der Hypoxanthinfraktion entstand auf Zusatz 
von Ammoniak eine reichliche Fallung, die durch wiederholtes 
Lisen in Salzsiure und darauffolgendes Niederschlagen mittels 
Ammoniak gereinigt wurde. Die Ausbeute der auf diese Weise 
erhaltenen Base betrug ca. 10 g. Es wurde nunmehr die 
durch Ammoniak gefiillte Masse nochmals in Salzsiiure gelost 
und mit wiisserigem Natriumpikrat versetzt. Das ausgefailene 
Pikrat wurde abgesaugt, mit Wasser gewaschen und zweimal 
aus heifem Wasser umkristallisiert. Kine Stickstoffbestimmung 
des so gereinigten und bei 110° getrockneten Pikrates ergab 
loleende Werte: 


0.1244 ¢ Substanz gaben 32,4 ccm N bei 14,5° C. und 731,4 mm Bar 
Berechnet fiir C,H,N,O - C,H,(NO,),OH Gefunden 
29,53 Jo 29,76 °/o 


Beim Erhitzen verhielt sich das Salz genau so, wie von 
Wulff!) fiir das Guaninpikrat beschrieben. Bei 190° begann 
es unter Braunfirbung sich zu zersetzen und verkohlte dann 
bel weiterem Steigern der Temperatur allmiihlich. 

Ks lag demnach Guaninpikrat vor. 

Das Filtrat der durch Ammoniak hervorgerufenen ersten 
Fallung wurde durch Erhitzen vom Ammoniak befreit und mit 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XVII, S. 480. 
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wisseriger PikrinsiurelOsung behandelt. Es schieden sich als- 
bald geringe Mengen einer gelbgetirbten kristallinischen Ver- 
bindung ab, die jedoch in Alkohol leicht loslich war und, wie 
eine Analyse ergab, hauptsiachlich aus freier Pikrinsiéure be- 
stand. Das Filtrat der Pikrinsiiurefillung wurde nach dem 
Ansiiuern mit Schwefelsiiure durch Toluol von der Pikrinsiiure 
befreit und nunmehr mit ammoniakalischer SilberlOsung gefiillt. 
Aus dem Niederschlag wurde durch H,S das Silber entfernt, 
das Filtrat vom Schwefelsilber zur Trockene verdampft. Aus 
der heifen Liésung des Riickstandes in verdiinnter Salpeter- 
siiure schied sich beim Erkalten eine kristallinische Verbindung 
aus, die Hypoxanthinnitrat sein mubte. Eine Analyse der 
durch Ammoniak erhaltenen und bei 100° getrockneten freien 
Base ergab folgende Werte: 


) 


0.1158 ¢ Substanz gaben 41,3 ecm N bei 15° und 738,5 mm Bar. 


Berechnet fiir C,H,N,O Gefunden 
N = 41,2°o N = 41,1°/o 


und bestiitigte die Vermutung, dab es sich um Hypoxanthin 
handele. Die Ausbeute an dieser Base hatte ca. 3 @ betragen. 

Aus dem Filtrat vom salpetersauren Hypoxanthin = lief 
sich durch Ammoniak und Silbernitrat noch eine geringe Menge 
eines Silbersalzes niederschlagen, welches, einmal aus_ ver- 
diinnter Salpetersiiure umkristallisiert, sich der Hauptsache 
nach aus Hypoxanthinsilbernitrat bestehend erwies. 

Ks hatten sich demnach aus der Verdauungsfliissigkeit 
an Alloxurbasen nur Guanin und Hypoxanthin_ isolieren 
lassen, withrend XNanthin und Adenin, wenn iiberhaupt. 
jedenfalls nur in Spuren vorhanden waren. ') 


') Kutscher (Die Endprodukte der Trypsinverdauung, Habilitations- 
schrift, Strafburg, Triibner, 1899) fand bei seinen Verdauungsversuchen 
Guanin, Adenin, Hypoxanthin und Xanthin. Da jedoch das Ausgangs- 
material Kutschers (nach Kiihne-Chittenden dargestelltes Trocken- 
pankreas) ein anderes war wie das von mir benutzte, seine Versuclic 
auch von vornherein nicht auf eine quantitative Bestimmung der Nuclein- 
basen gerichtet, deren Isolierung vielmehr Nebenbefund war, so_ lassen 
sich die Abweichungen obigen Versuchs von den Resultaten Kutschers 
leicht erkliiren. Es ist sehr wohl mdglich, dafi durch die zur Dar- 
stellung des Trockenpankreas erforderlichen Manipulationen eine Ver- 
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In jiingster Zeit ist nun von Jones und Partridge?) 
im Pankreas das Vorkommen eines Enzyms behauptet worden, 
das die Uberfiihrung von Guanin in Xanthin zustande bringen 
soll und dem sie den Namen «Guanase» gegeben haben. Ein 
zweites Enzym, die sog. «Adenase», soll die Uberfiihrung von 
Adenin in Hypoxanthin bewirken. 

In Ubereinstimmung hiermit hat Levene?) bei Vergleichung 
der durch Schwefelsiiurespaltung erhaltenen Purinbasen aus 
frischer Pankreasdriise mit denen aus selbstverdauter gefunden, 
dali im ersteren Falle neben Spuren von Hypoxanthin und 
Xanthin hauptsiichlich Adenin und Guanin vorhanden waren, 
wiihrend nach der Autolyse sich kein Adenin mehr nachweisen 
lie}. Guanin noch in geringer Menge, vorwiegend aber Xanthin 
und Hypoxanthin gewonnen wurden. Auch in anderen Or- 
eanen, wie Thymus und Nebenniere, sind nach Jones und 
Partridge Fermente vorhanden, die Guanin in Xanthin, Adenin 
in Hypoxanthin, ferner Hypoxanthin in Xanthin  tiberfiihren, 
wihrend die Milz nur ein Adenin in Hypoxanthin umwandelndes 
Enzym besitzen soll. 

Nach Schittenhelim®) findet sich indessen auch in der Milz 
ein Ferment, das Guanin in Xanthin tiberfiihrt (Guanase) und das 
er fiir identisch mit der Adenase halt, sowie ein zweites, welches 
Hypoxanthin zu Xanthin und Xanthin zu Harnsaiure umwandelt. 

Das von mir erhaltene Resultat stimmt also teilweise mil 
den Angaben der genannten Autoren tberein, insofern als kein 
Adenin, dagegen reichlich Hypoxanthin aufgefunden wurde; die 
Uberfiihrung von Guanin in Xanthin habe ich aber nicht be- 
stitigen kénnen. Es liebe sich diese Abweichung erkliiren, wenn 
man annimmt, dafi Adenase und Guanase zwei verschiedene 
ermente sind und im vorliegenden Verdauungsversuche die 
(uanase gefehlt habe. 
nichtung bezw. Schidigung der auf die Alloxurbasen weiter einwirkenden 
Fermente erfolgt ist. Bekanntlich wird ja auch das Trypsin durch eine 

rartige Behandlung in seiner Wirksamkeit geschwiicht, das Steapsin 
gar vernichtet. 

', Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 343. 

*) The American Journal of Physiology, Vol. X'I, p. 276. 

Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 228. 
























Zur Kenntnis des Blutfarbstoffs. 
(Il. vorlaufige Mitteilung.) 
Von 
J. Buraczewski und L. Marchlewski. 


Vorgelegt der Akademie der Wissenschaften in Krakau in der Sitzung 
vom 7. November 1904.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Dezember 1904.) 


Das wichtigste Problem auf dem Gebiet des Chlorophylls 
und Blutfarbstoffs ist zur Zeit die Ermittelung der Konstitution 
des von Neneki und Zaleski!) aus dem Hamin und _ von 
Marchlewski und Nencki?) aus dem Phyllocyanin gewonnenen 
Hiimopyrrols. Die Entdecker des Himopyrrols, Nencki und 
Zaleski, diskutierten mehrere mogliche Formeln, unter anderen 
die folgende : 

a oo se 
HC CH 
\Z4 
NH 
iach welcher Hiimopyrrol ein Methylpropylpyrrol sein konnte. 
Die Frage, ob die Propylgruppe eine normale C-Kette oder 





eine Isokette enthilt, lieBen die genannten Forscher unbeant- 
wortet, wiihrend Kiister?) eine Reihe von Versuchen mit- 
teilte, die als ein Beweis anzusehen waren, daB es sich hier 
tatsiichlich um eine normale Propylgruppe handelt. Kuster 
fand niimlich, daB das Anhydrid der sog. dreibasischen Himatin- 
siure die folgende Formel besitzt: 

CH, — C=C — CH, - CH, - COOH 


Bull. de [Aead. des Sciences de Cracovie, 1901, 27 
2) Bull. de Acad. des Sciences de Cracovie, 1901, 21 
Ber. der deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 35, S. 2948 (1902). 
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da dasselbe bei weiterer Oxydation Bernsteinsiure liefert. Der 
Ubergang des Anhydrids der dreibasischen Hiamatinsiure in 
dasjenige der sog. zweibasischen wird dann von Kiister wie 
folet versinnlicht : 
CH. — C--€ ~ CG Coen dh. —C=C—~ coho 

CO CO > CO CO CO 

it 0 

eine Annahme, die darin eine Stiitze erhielt, dai nach Ver- 
suchen von Galler!) das Anhydrid der zweibasischen Hiamatin- 
siiure mit Athylmethylmaleinsiiureanhydrid von obiger Konsti- 
tution identisch ist. Soweit harmonieren also die ‘Tatsachen 
auferordentlich gut mit der Annahme, dafi Hamopyrrol, welches 
aus demselben Komplex der Farbstoffmolekeln bei der Reduktion 
hervorgeht, aus welchem bet der Oxydation die Hamatinsiure 
eebildet wird —3-Methyl-4-n-Propylpyrrol ist. 

Die neuesten Versuche von Kiister und Haas?) scheinen 
aber die obigen Folgerungen in Frage zu ziehen. Die Genannten 
stellten nach der bekannten Methode von Michael und Tissot 
Methylpropylmaleinsiureanhydrid) und aus diesem das ent- 
sprechende Imid dar und verglichen dasselbe mit dem Oxydations- 
produkt des Himopyrrols. Auf den Versuchen von Plancher 4) 
uber die Oxydation von Pyrrolhomologen sich stiitzend, sollte 
man erwarten, dab Hamopyrrol als Methylpropylpyrrol bei der 
Oxydation das Imid der Methylpropylmaleinsdure lefern wirde: 





CH, 6.8} 0, Oe CH, —C=C — Ch Ch Gh 
ai , 
i] i} | 
CH CH ee CO CO 
NU Nu 


Der direkte Vergleich des Oxydationsproduktes des Hiimo- 
pyrrols mit dem synthetischen Imid zeigte jedoch leider, dab 
diese Korper nicht identisch sind. Dieser Schluf stiitzt sich 
allerdings nur auf der Verschiedenheit der Schmelzpunkte beider 
KOrper (die Differenz betriigt 7°). Analysen konnten nicht aus- 


', Ber. d. deutsch. chem. Gesellseh.. Bd. 35. S. 20-48 (1902). 
Ber, d. deutsch. chem. Gesellseh., Bd. 37, S. 2470 (1904). 


KR. Accademia dei Lineei, vol. XIl, 1° sem.. serie 5a. faesl. 10. 
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gefiihrt werden, und es wire beinahe zu bedauern, wenn er 
wirklich schon jetzt als bindend anzusehen wire. 

In Anbetracht der grofen Wahrscheinlichkeit der obigen 
Nencki-Zaleskischen Himopyrrolformel haben wir versucht, 
gestiitzt auf dieselben, Hiimopyrrol kiinstlich darzustellen. 

Die Darstellung des Methylpropylmaleinsiureanhydrids bietet 
keine Schwierigkeiten : Propylacetessigather wird mit Blausiiure 
kondensiert, das erhaltene Produkt verseift und die gebildete 
Methylpropylapfelsaiure der Destillation unterworfen. Die Reak- 
tionen verlaufen glatt, genau wie andere von Michael und 
Tissot beschriebene Synthesen. Die Kigenschaften des Methyl- 
propylmaleinsaureanhydrids wurden bereits von Kuster und 
Haas angegeben und kénnen wir vorliiufig Details tibergehen. 
Das Imid erhielten wir durch liingeres Erhitzen des Anhydrids 
mit alkoholischem Ammoniak auf 110°. Wahrend Kiister und 
Haas Kristalle dieser Substanz beschreiben, konnten wir die- 
selben bis jetzt nur als OL erhalten, 

Die Umwandlung des Imids in Héamopyrrol versuchten wir 
in derselben Art durchzufiihren wie Bell seiner Zeit die Synthese 
des Pyrrols aus Suceinimid, dh. durch Erhitzen mit) Zink- 
staub in einem Wasserstoffstrom. Sehr bald destillierte eine 
dicke oOlige Fitissigkeit, welche an Hamopyrrol  erinnernden 
Geruch besab. Dieselbe wurde mit verdiinnter Salzsiure be- 
handelt und von unléslichen harzigen Massen abfiltriert. Das 
Kiltrat, tiber Nacht sich selbst tiberlassen, gab einen rotbraunen 
Farbstoff, der in Alkohol leicht l6shich war. Diese L6sung erzeugte 
Im Spektrum ein Band, das demjenigen des Urobilins sehr 
iithnlich ist, es ist weniger scharf begrenzt als das Urobilin- 
band und ein wenig mehr nach Violett hin verschoben. Gegen 
ammoniakalische Zinklésung verhilt sich der kiinstliche Farb- 
stoff dem Urobilin sehr iihnlich; der Zinkl6sungzusatz verursacht 
ein Aufhellen der Farbe und griinliche Fluoreszenz. Spektro- 
skopisch untersucht, zeigte letztere Losung ein Band, welches 
dem des Urobilinzinks sehr iihnlich war, aber auch etwas mehr 
nach dem Violett hin verriickt erschien. Diese kleinen Unter- 
schiede geniigen zwar nicht, um die Verschiedenheit beider 
Korper zu beweisen, da der kiinstliche Farbstoff, dank der 
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Art der Methode, sicherlich nicht einheitlich sein kann, sie 


warnen aber vor der voreiligen Behauptung, daf Urobilin syn- 
thetisch dargestellt sei. Die Darstellungsweise aber und der 
Umstand, dab der kiinstliche Farbstoff bei der trockenen De- 
stillation Dampfe gibt, die einen mit Salzsiure angefeuchteten 
Fichtenspan rot farben, berechtigen zu der Behauptung, dab 
aus dem Methylpropylmaleinsiureimid durch Reduktion ein 
Pyrrolderivat entsteht, welches, wie Hiamopyrrol, unter dem 
Kinflub des Sauerstoffs der Luft einen Farbstoff gibt, der dem 
Urobilin sehr nahe steht. In der Annahme, daf} Ktister seine 
Untersuchungen fortsetzen wird, werden wir selbstverstiindlich 
sein Arbeitsgebiet nicht betreten, aber wir moédchten uns fiir 
einige Zeit die Reduktion des Methylpropylmaleinsiiureimids 
reservieren. Die Reduktion mit Zinkstaub auf pyrogenem Wege 
verlauft leider immer sehr mangelhaft, die Ausbeuten sind winzig 
und wird es daher unser bestreben sein, mittels anderer Me- 
thoden zum Ziele zu gelangen. Auch sollen andere Maleinsiure- 
abkémmlinge in den Kreis unserer Untersuchungen gezogen 
werden, umsomehr als der eine von uns mit Herrn Kozniewski 
mehrere derselben zwecks der Priifung der Lipochromfrage?!) 
dargestellt hat. 

Was die Hauptreaktion der obigep Synthese anbelangt, 
so erscheint dieselbe fast in allen Einzelheiten genitigend auf- 
geklirt zu sein. Die Michael-Tissotsche Synthese fthrt zu- 
nichst zu Oxycyaniden, die nach dem Verseifen Homologe der 
Oxybernsteinsiure liefern. Letztere koOnnen ein oder zwei 
asymmetrische Kohlenstoffatome enthalten, miissen also in optische 
Antimere spaltbar sein. Dies ist nun auch tatsachlich der Fall. 
Die aus Acetessigiither darstellbare Methyliipfelsiure: 

OH HT 


| 
re on ¢ — COOH 
| | 
COOH H 
welche nur ein asymmetrisches Kohlenstoffatem enthilt, muB in 
zwei antimeren Formen existieren. Es gelang uns, eine der- 
selben in kristallinischer Form zu isolieren, niimlich die rechts- 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIIH, S. 196 (1903). 
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drehende Modifikation: die linksdrehende Siaure konnten wir 
bis jetzt nicht zum Kristallisieren bringen. Die Spaltung der 
racemischen Form gelingt durch fraktionierte Kristallisation des 
Strychninsalzes. Das Salz* der d-Saiure, welches linksdrehend 
ist, ist schwerer ldslich. Die freie Siiure, durch Zersetzung 
des Strychninsalzes mit Alkohol gewonnen, kristallisiert aus 
Essigiither; ihr Schmelzpunkt liegt bei 108—109°, [aj = 
+. 22.85° (ec 


i 


= 1.5). 


Anhangsweise teile ich die Untersuchung der mit Hilfe 
von Propionsiiure dargestellten Haiminkristalle!) mit, die Herr 
Prof. D. P. Groth die Giite hatte auszufiihren, wofiir ich ihm 
auch an dieser Stelle bestens danken mochte. Herr Groth 
schreibt: «Die Kristalle sind zweifellos identisch mit denen, 
welche Lagorio |siehe Schalfejew, Journ. soc. phys. chim. 
russe, Bd. 17, S. 35, 1885] beschrieben hat, niamlich trikline 
diinne rhomboidale Tiifelchen nach M, begrenzt von h und P. 
Ks konnte nur der obere Winkel (60°) und die optische Aus- 
l6schung gemessen werden, welche mit Lagorios Angaben 
iibereinstimmten. Auch der starke Dichroismus (orange bis 
dunkelblau) ist identisch. ef 


‘) Bull. intern. de Acad. des Sciences de Cracovie, 1904, 224 




























Zur Kenntnis des Blutfarbstoffs. 
(IV. vorliufige Mitteilung.) 
Von 
H. Goldmann und L. Marchlewski. 


Der Redaktion zugegangen am 16. Dezember 1904.) 


Mit der Annahme, daf Himopyrrol ein Pyrrolabkémmling 
ist, steht im besten Einklang der Umstand, dali dieser Korper 
mit Benzoldiazoniumchlorid einen Azofarbstoff liefert. Die Dar- 
stellung desselben gelingt leicht auf folgende Art. Das nach 
der bekannten Nencki-Zaleskischen Methode  dargestellte 
Hiimopyrrol wird aus den wasserigen Destillationsfliissigkeiten 
mit Ather extrahiert. Die iitherische Losung wird sodann mit 
einer frisch bereiteten wisserigen Losung von Benzoldiazonium- 
chlorid geschiittelt. Sehr bald bemerkt man, dafi die urspriing- 
liche kaum gefiarbte ftherische Lo6sung kirschrot wird, und 
dal} die Intensitat der Farbe zunimmt. Die erhalltene Losung 
des Azofarbstoffs wurde itiber Nacht stehen gelassen. Am 
anderen Morgen fanden wir an den Gefiibwanden schéne zu 
sternen vereinigte Nadeln von brauner Farbe mit) schwachem 
metallischen Glanz. Dieselben wurden abfiltriert und mit Ather 
gewaschen. Schmelzpunkt 241,59 C. Unter dem Mikroskop_ be- 
trachtet erscheinen dieselben als wohl ausgebildete Siiulen. In 
kaltem Ather lésen sie sich sehr wenig, leicht hingegen in AL 
kohol: die Loésung ist kirschrot gefiirbt. Chloroform nimmt sie 
leicht mit blauvioletter Farbe auf, mit derselben Farbe lisen 
sie sich, aber nur spirlich, in Toluol. Konzentrierte Schwefel- 
siure nimmt den Azofarbstoff mit blauvioletter Farbe auf, die 
aber sehr bald in rotviolett umschliigt. Kochende verdiinnte 
Sulzsiure nimmt ihn mit blauvioletter Farbe spurenweise auf, 


ebenso kochende Natronlauge. 
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Die LOsungen in organischen Losungsmitteln erzeugen im 
Spektrum ein Band im Griin, welches bei geniigender Konzen - 
tration tiber die Natriumlinie hinaus geht. Die Absorptionen in 
Ultraviolett haben wir noch nicht untersucht. 

Hochst wahrscheinlich ist der gebildete Korper ein Mono- 
azofarbstoff des Hiimopyrrols, dessen quantitative Untersuchung 
gar keine Schwierigkeiten darbieten diirfte, vorausgesetzt, man 
ist in der Lage, geniigende Mengen von Hamopyrrol darzu- 
stellen, was bekanntlich sehr kostspielig ist. 

Die weitere Untersuchung des Benzolazohamopyrrols, sowie 
auch das Studium des Verhaltens des Himins, Hamatoporphyrins 
und Mesoporphyrins zu Diazoniumsalzen behalten wir uns vor. 


Krakau. den 14. Dezember 1904. 

















Uber EiweiBsynthese im Tierkérper. 
Von 


V. Henriques und C. Hansen. 


Mit einer Abbildung. 


\us dem physiologischen Laboratorium der koéniglichen tierfirztlichen und landwirt 


schaftlichen Hochschule in Kopenhagen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Dezember 1904, 


Die Frage, inwiefern im tierischen Organismus eine Ei- 
weibsynthese stattfinden kann, nimmt in der letzteren Zeit die 
Aufmerksamkeit der Physiologen immer mehr in’ Anspruch. 
Schon Cohnhetms Nachweis des Erepsins scheint in’ der 
Richtung eines solchen synthetischen Vorgangs zu deuten, und 
spiter haben Loewi!) und Henderson und Dean gemeint, 
eine solche Synthese mittels direkter Fiitterungsversuche nach- 
weisen zu kOnnen, wihrend Lesser glaubt, aus seinen Ver- 
suchen schlieben zu miussen, dah eine derartige Synthese 
schwerlich stattfinde, und jedenfalls bei weitem nicht als be- 
wiesen zu betrachten sei. 

Ks handelt sich hier um die Frage: Ist es tunlich, ein 
Tier in Stickstoffgleichgewicht zu erhalten, wenn man ihm statt 
echter Albuminstoffe die Zerfallprodukte von Albuminstoffen 
zuttihrt. Vermédgen mit anderen Worten Albuminstoffe, die durch 
Trypsin -- Erepsin oder durch Mineralsiiuren so tief gespalten 
sind, dafi jede Spur von Biuretreaktion verschwunden ist, den 
taglichen Stickstoffverlust des tierischen Organismus zu decken ? 

Als Beitrag zur Losung dieser in physiologischer Beziehung 
so wichtigen Frage haben wir eine Reihe von Stoffwechsel- 


‘) Uber Literatur siehe: Loewi, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., 
id. XLVill, 1902 und Abderhalden und Rona, Diese Zeitsehrift, 
} 
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versuchen an Ratten angestellt. Die Tiere wurden mit ver- 
schiedenen stickstoffhaltigen Stoffen gefiittert, die durch mehr 
oder weniger eingreifende Behandlung aus Albuminstoffen dar- 
gestellt waren, und zugleich wurden Bestimmungen der durch 
den Harn und die Exkremente ausgeschiedenen Stickstoffmenge 


unternommen. 
Versuchsmethode. 


Zu den Versuchen wurden ausschlieBlich weibe Ratten 
angewandt. Das Versuchstier wurde in einem Kafig aus Stahl- 
draht angebracht (siehe 
Kig.). Dieser steht in 
einem Glastrichter von 
solcher Grobe, dab der 
untere Rand bis ca. 3¢m 
unter den freien Rand 
des Trichters —hinab- 
reicht. Im unteren Teile 
des ‘Trichters ist) ein 
lose hegendes Draht- 


es 


gewebe angebracht, das 


zum  Auffangen der 


— 








=== 


a 


herabfallenden  Exkre- 
mente dient. Der Harn 
wird in einer unter dem 
Trichter stehenden Glas- 
flasche angesammelt, 





Sas 
Sy 


——<> 


= 
ss 


die stets eine gesiitligte 
Borsiurelésung enthallt. 
Der Trichter, der Kiitig 
und die Flasche zum 
= Ansammeln des Harns 








sind an einem holzernen 





Gestell angebracht. Futter und Wasser finden sich in zwei kleinen 
porzellanenen Behiiltern im Kiifig. Dieselben sind so eingerichtet, 
daf} das Tier keinen Harn darin entleeren kann. Das Zimmer, 
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in welchem die Versuchstiere sich aufhielten, hatte eine kon- 


stante Temperatur von ca. 25°. Jeden Tag zu bestimmter Zeit 
wurde das Tier gewiigt: zugleich wurden die Exkremente 
entfernt und der Glastrichter mit borsiurewasser abgespiilt, 
um den Harn an den Wiinden zu beseitigen. Die Menge des 
verzehrten Futters wurde durch Wiigen bestimmt und die Wasser- 
versorgung erneuert. 

Die Stickstoffbestimmungen wurden simtlich nach Kjel- 
dahls Methode unternommen. Die N-Bestimmungen in den 
Kxkrementen wurden tiglich ohne vorhergehendes Trocknen 
an der gesamten Menge ausgefiihrt. Die N-Bestimmung des 
Harns geschah so, dab der Harn nebst dem Spiilwasser bis 
cegen 200 com verdiinnt wurde, von denen 20 cem zur Ana- 
lyse benutzt. wurden. 

Die stickstoffhaltigen Stoffe, die ber den Versuchen zur 
Anwendung kamen, wurden dargestellt’ teils durch Spaltung 
des Caseins mit Schwefelsiiure oder Salzsiiure auf gewohnliche 
Weise, teils durch zweimonatliches Stehen von Pankreas (des 
Qchsen) -!- Darmschleimhaut (des Hundes) +- Wasser mit Toluol 
im ‘Thermostaten. Nach Verlauf dieser Zeit war die Haupt- 
masse der Driisen und der Darmsehleimhaut aufgelést und die 
stark braunfarbige Fliissigkeit gab keine Spur von Biuretreaktion. 
Die ganze Masse wurde auf 100° erhitzt und darauf filtriert. 
Das Filtrat wurde bei niedriger Temperatur (ca. 50°) bis zur 
Trockenheit im Vacuum eingedampft. Sowohl die Siiurespaltungs- 
produkte als die trypsinverdauten Stoffe wurden in pulverisierter 
Form dargestellt: letztere Stoffe waren hygroskopisch und ent- 
hielten 11,60°/o N, 8.4°%o Asche und 2,0°%/9 Wasser. 

Von den pulverisierten stickstoffhaltigen Stoffen wurde 
eine bestimmte Menge abgewiigt, die mit einem bestimmten 
Quantum Zucker und unorganischer Salze wie auch mit fein 
zerteilter Cellulosemasse vermischt wurde, und diese Mischung 
riiirte man darauf so lange in einer abgewiigten Menge ge- 
schmolzenen Schweinefetts aus, bis das Ganze erstarrte und 
eine vollig gleichartige Masse bildete. In diesem Futter wurde 
darauf die Stickstoffmenge bestimmt. Die unorganischen Salze 
bestanden aus folgender Mischung: NaCl, KCl und Knochen- 
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mehl je 50 g, koklensaures Natron 10 g. Zusatz von Cellulose 
zum Futter erwies sich als von sehr grober Bedeutung be; 
Fiitterungsversuchen, wo reine Stoffe, die fast vollstindig re- 
sorbiert werden, zur Anwendung kommen, indem man mittels 
desselben erzielt, da® die Exkremente stets fester Konsistenz 
sind. Diarrhoe haben wir bei den Versuchstieren fast nie wahr- 


genommen. 
Inanitionsversuche. 


Um eine Vorstellung von der N-Ausscheidung bei Ratten 
zu erhalten. stellten wir verschiedene Inanitionsversuche an. 
bei denen die N-Menge des Harns bestimmt wurde. Es zeigte 
sich indes, dafi Ratten nur wenige Tage bei Inanition leben 
konnen und dai} die N-Ausscheidung wiihrend derselben sehr 
hoch ist. Als Beispiele werden hier zwei der angestellten Ver- 
suche angeftihrt. ') 














Versuch I. Versuch II. 
Gewicht Nim Harn Gewicht |N im Harn 
97 f « as J 
15./9. 083 148 27.10. 03 71 
28 15d 114 
)( A 
i290 | 124 29 146 156 
17 113 (1 30. 140 140 
{8 ! | 130 104 
q?. ' _— 
Lat. 7 





Versuche mit N-freiem Futter. 


Da es nicht gelang, die N-Ausscheidung liingere Zeit 
hindureh zu bestimmen, wenn die Tiere bei Inanition gehalten 
wurden, schritten wir zur Untersuchung, wie die N-Ausscheidung 


‘) Im folgenden ist: «Futter g» das verzehrte Futter in g; «N im 


te] 
Harn» die N-Menge im Harn in mg; «N in den Faeces» die N-Menge in 
den Faeces» in mg; «Total-N» die N-Menge im Harn + in den Faeces 


in mg; «N abg.» die umgesetzte Menge N (-+ oder —). 
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sich verhalt, wenn die Tiere mit stickstofffreiem Futter erniihrt 
werden. Als Beispiele fiihren wir 6 Versuche an, bei denen 
das Kérpergewicht der Versuchstiere von 84—230 g variierte. 














Versuch IIL. Versuch IV. 

Das Futter bestand aus: 40 g Das Futter bestand aus: 40 » 
Fett. 15 ¢ Cellulose, 10 g Zucker Fett, 15 ¢ Cellulose, 10 ¢ Zucker 
und 2 ¢ Salzen. und 2 ¢g Salzen. 

N N 1 N N . 
pew. diate im inden ‘ Gew. since im jin den . 
g Harn |Faeces abg. g Harn |Faeces abg 
10. 6. O4 84 23.18. 04) 89 ms 
- 24. 73; 50 | 72 " 
11 609) VU 1 D5. 73) 5.0 a3 
2 63) 4 | 9% 26 72) 48 | 50 | 12,5 |— 62,5 
13 62 3.2 1) 27. 72) 5bO tl 12.6 '— 53.6 
{4 61, 3,7 | 30 | 12,8 |— 42,8 | 28 72; 4,8 | 33 | 14,5 |— 47,5 
ld 59; 3,5 | 30 | 13,3 |\— 433 a0. a 4,1 3 | 13,9 t6,9 
: , a ; : 50 69) 4.3 | 30 | 15,9 £9 
16. (59) 2,9 | 27 1. = 67, 42 | 29 | 14.0 |— 43.0 
7 D9) 4 23 | 13,2 |\— 36.27 1/9. 68) 39 | 26 | 14,5 |— 405 
Ls. a9| 4 27) | 13.8 33.81 2. 66 3.6 | 25 | 14.8 |— 398 
19 58! 4 10 | 13.7 |— 43.7] 3. 64 4,1 26 13,5 41,5 
20 “7| 4 20 | gg \— 98 8 ‘. 63. 4.3 0 24 | 16,6 0.6 
oy 57| 49 | 211105|\—315] .. ee | ee ee 
” 6 60! 4,1 | 27 | 12,3 393 
22. 56; 2,5 | 23 7,59 | — 305] 7 G1. 41 29 | 14.6 ‘36 
25 07) 5 21 | 9,2 |— 29,2] 8 60; 4,1 | 17 | 183 — 35,3 
24 55! 3.2 | 17 2 9 9. 59} 3,6 | 25 ? ? 
| | | 10. 53| 3.3 | ? ? ? 
Der Versuch abgebrochen. Der Versuch abgebrochen 
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Versuch V. 






Das Futter bestand aus: 100 g Fett, 20 g Cellulose und 3 g Salzen. 











Ge- Futter 7 ; ; N (e- | Putter 7 S 74 * 
im jin den) * im jin den 
wiclit re Harn Faeces abg. wicht g Harn acces! aby. 
9. 03)133) — — | — {| 21,/9.08/91| 31 | 36] 81 |—443 
t. 1231 3.41106) — - fae 89! 3,6 | 28 | 10.9 |— 389 
) 119128; 84 —| — | 23. 189) 3,8 | 34 9 |— 419 
6 116] 5,2 | 77 24 '88| 2.9 | 26 | 10,3 |— 363 
| | 
7 1161 48 | 58/161 —74,1]25. |85) 24 | 26 84 | 4.3 
g 113) 4.3.| 50! 16.2 |\— 662 | 26. 85| 3,2 | 26] 5,8 |— 313 
9, |110| 3,7 | 46] 2 » =| 97 g4| 2,7 | 24 | 10,4 |— 344 
10 110) 3,2 | 38 | 15,2 — 53,2 | 28. 811 3,6 | 30 | 10,8 |— 408 
7 1081 4,2 | 44/1 17,7 |— 61,7 | 29. 81/32/24} 75|—315 
12 105, 3.8 1H 18.3 |— 54,3 | 30. ‘80 | 3,0 | 30 6.9 | 369 
13. 1041 43 | 33) 123/—453] 1,/10. 78 | 21) 28] 4,3 |— 323 
14. 103) 4,4 | 33) 123/— 453] 2. 77| 241301 63 |—363 
15. 102; 4,1 | 36) 11,1 |— 47,1] 3 741 1,9 | 30] 7,9 |—379 
6; 99 42 30) 110 — 40,0] 4 73| 2,0 | 34] 3,0 |— 37) 
| | 
17. 97| 4,0 | 32) 10,1 |\— 42,1] 5 72| 3,5 | 44] 4,3 |— 483 
1X. 96| 3,1 | 32) 7,7 |— 39,71 6. 67| 1,9 | 80 | 15,6 |— 95,6 
L 941 3,2 | 34) 78/448] 7. | | 
2) 43) 3.4 26) 7,9 33.9 | 


Das Futter bestand aus: 





Versuch VI. 


20 ¢ Zucker, 20 g Fett, 6 g Cellulose und 1 g Salzen. 





N 


| (le- | Futter 


N N 





Ge- Fatter =‘ , N ™ i). N 

im inden : im |in den 

witht g¢ Harn Faeces, abg. witht ¢ Harn | Faeces abg 
t./11. 03/135 10,/11. 03110 5,9 28 | 13,8 |— 414 
2 118 4,4 ) 112 : 11. 1109 6,4} 24 | 10,7 4.7 
3 118 52) 52 12. 106) 4,6 | 22 | 11,6 — 33) 
b 118) 7,8 | 90) 12, 62,7 | 13. 1105) 5.5 | 26 | 12,9 | — 3k!) 
5 115) 7,0 | 40) 17,8 57,8 | 14. 104' 5,6} 28 | 10,2 |— 382 
6 113) 42 | 38) 13,2 |— 51,2 | 16. 103) 6,2 | 24 | 10,4 — 314 
7 113 58 | 34 12,6 — 46,6] 16. 102) 5,2) 26 | 9,5 — 355 
& 110; 4,2 | 26) 16,0 |— 42,0 | 17. 100' 4.3) 28 | 8,7 |— 367 

110 62 | 36) 13,0 ‘9.0 | 18. | 96) 4.7} 24 | 12,7 if) 
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Versuch VII. 


Das Futter bestand aus: 40 g Fett, 15 g Cellulose, 10 g Zucker und 2 g Salzen 





; N ; 
Futter N N 





| Gewicht in den 
im Harn : abg. 
g Faeces 
22/8. O4 162 — --= —— 
23 146 7.0 7) - 
24 146 6.5 144 
25 14? 5.8 O66 17,1 83.1 
I 141 64 59 19.5 78.5 
ae 139 5,7 D7 14.3 — 7135 
IK 134 a2 63 20.9 $3.9 
4) 132 5.0 60 16.5 76.5 
) 129 6,2 58 26.2 84,2 
3 127 6,2 53 19.0 mn To 
1/9 124 6.3 ? 21.5 2 
2 122 5,3 2 | 186 60,6 
118 59 47 | 93,9 70.9 
115 4.7 ‘| 15,7 60,7 
; 112 LD i3 | ws | 
6 114 9 a dL eC 62.4 
7 111 6,0 3 | | 
8 107 1.6 H |) 28 63.5 
3 LOY tS D7 17,2 74,2 
10) 106 6.2 D6 | 20.9 — 76.9 
: 11 101 5.3 | 20.1 60,1 
|? 101 52 (5) 19.6 64.6 
13 96 tS +7 | 19,7 | 66.7 
} 14 94 LB 9 | 171 | —66! 
| Lb 93 5,2 ‘eo 11,8 — 55,8 
| 16 89 37 2 | 232 65,2 
) 17 85 2.7 41 | 17.1 — 58,1 
Is 8) 3.7 68 | 24,7 — 92,7 
' 19 82 i 2 52 21,2 73,2 


| o ~ ~ 
: 20, 78 3,5 48 | 225 — 70,5 


Die Ratte moribund beim Aufhéren des Versuches. 





_F 
bo 
>, 


Das Futter bestand 


und 2 g Salzen. 
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Versuch VIIL. 


aus: 


MW) g¢ Fett, 15 ¢ Cellulose, 10 ¢ Zucke; 





_ 





lie- Putter : ; : N | Ge | Futter : N 
im in den | im | in den 
jvien gy Harn Faeces abg. ‘wicht g Harn Faeces: abg 
228. 04 230 — — 11./9.04 153, 7,3 | 48 | 31.9 744) 
2:3. 209 8.0 119 - _ 12. ral 6.0 | 46 | 25.5 |— 71.5 
24 211) 8,0) 157 - $89. 148, 6.7 | 48 | 32.3 |— 803 
2 2067.9 92) 21.5 '— 113.5 | 14 143. 68 | 50 | 242 |—742 
26 201\ 7.9} 74 | 23,1 97,1 | 15. 139 4.7 | 52 | 25,0 |— 77.0 
27. 200. 7.9 78 | 36.9 |— 114.9 | 16. 138 5,7 | 49 | 18,9 | — 67.9 
28. 197/68} 65| 21,3 |— 86,3 | 17. 135 5,0 | 61 | 208 |— 81.8 
24), 186, 2,7) 72| 34,0 |\— 106.0 | 18. 134 52 | 55 | 15.3 7 70.3 
| | 
i) 183) 40! 88! 35.1 133.1 = 19. 134 5,3 | 50 , 27,7 tif 
1 182) 5,7| 72| 27.8 |\— 99,8 | 20. 1BL 0,5 | 58 17.7 \— 75,7 
1/9 [8O. 644 2 | 308 21 127) 3.5 | £3 | 14.1 | 97.1 
2 1695.0} 60) 33.1 93,1 | 22 )125, 5,2 |; 48 | 17,5 69.9 
5 16715,7 | 72) 289 100.9 | 23 121 4.7 | 57 | 13.8 |— 70.8 
{ 163) 5,7 67 | 26.1 93.1 | 24 121 4.2 | 60 | 11.9 |— 713 
y 168 78 | 63) 31.9 '— 949 1 25 419 £3 | 54 | 12,5 ;— 6b. 
6. 165|7,7| 51| 35,0 \— 86.0 } 26 x 4,5 | 47 | 14,9 5. 
7 163 6,4) 57| 30.2 '|— 87.2 | 27. 116 4,4 | 42 | 17,1 |— 59.1 
| 

x 160 5,9) 47) 30.2 77,2 | 28 }112) 4,0 | 43 | 25,5 |— 68, 
sf) 158 7.7) 65) 19.0 84.0 | 29 111 3.7 | 52 | 159 67. 
10. 156. 6,0) 5d) 243 |— 79,3 130 1108 3.8 | 53 


Die Ratte am Schlusse des 





| 


| 


Versuches sterbend. 
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Obschon es in diesen Versuchen nicht gelang, die Tiere 
dahin zu bringen, taglich dieselbe Menge Futter zu verzehren. 
ein Umstand, der fiir den N-Umsatz von niebt geringer Be- 
deutung ist, sind dieselben doch brauchbar, um eine Vorstellung 
von der N-Ausscheidung bei N-freiem Futter zu geben. Dab 
das Futter eine sehr geringe Menge Stickstoff (in 10 ¢ Futter 
fanden sich ca. 1,3 mg N) enthielt, haben wir nicht beriick- 


sichtigt. 


Versuche mit Albuminstoffen. 


Um zu untersuchen, ob das N-Gleichgewicht und = der 
Stickstoffansatz im Korper mit Leichtigkeit mittels der von uns 
angewandten Methode hervorgerufen und festgestellt werden 
kOnnten, wenn die Tiere mit einer Albuminstoffe enthaltenden 
Futtermischung ernadhrt wiirden, stellten wir verschiedene Ver- 
suche an, von denen ein paar hier angefiihrt werden. 


Versuch IX. 


Das Futter bestand aus: 100 ¢ Fett, 20 ¢ Cellulose, 20 ¢ Casein 


rm) 

















und 5 g Salzen. N-Gehalt 1.82 Jo. 
Futter | N wn |. * | otal N 
Gewicht in den 
g aufgen. im Harn eee abg. 

D/10. 03 PO? _ — - 

6, [86 89 162 160 

4 [89 LOO 182 170 ; 

a) 192 9,7 176.5 156 t2 4 L984 219 

J 193 11,4 212.9 152 9 | 191.5 21.6 
Ly) 196 10.9 198.4 136 95 178,3 23.0 
II 197 93 169.2 138 36,7 174,7 ae) 
12 199 96 174.7 130 29 8 159.8 14,9 
13 199 10.0 182.0 130 39.2 169.2 L- 13,0 
li 197 81 147.4 128 24.1) 152.0 | — 36 
1) 199 8.7 158.3 124 2(),2 1442 14,1 








Versuch X. 


Das Futter bestand aus: 150 g Fett, 
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man ein bedeutendes Steigen des Korpergewichts. 












Aus diesem Versuche geht hervor, dab man durch Casej), 
einen sicheren Ansatz von N im Korper erzielen kann, indem 
vom &. bis zum 16.55 mg N abgesetzt wurden: zugleich gewahrt 


33 g Casein, 20 ¢g Cellulose. 


50 ¢ Zucker, 5 ¢ Salzen. N-Gehalt = 1,92 °%/o. 


















} 



















Auch in diesem Versuche _ findet 


nm 


wenig fribt. 


Futter N N . N Total N 
Gewicht | in den 

g aufgen. im _ ee N abg 

7.\1. 04 163 ¥ ; = x 

8 142 #8 93 2 8d — } = 

9 Lit 9,6 107.6 107 — - - 

10 145 9.6 107.6 97 

1 142 6.0 | 1152 O4 78 | 48 | + 34 
12 143 6.0 115.2 Yd 13,4 108.4 | + 68 
133 145 6.0 145.2 7) 15,0 90.0 1. 252 
14 14-4 D3 LOLS 8-4 15,7 99.7 t- 2 | 
1D 145 49) 94,1 iy, 9,0 S60 | | 
16 14-4 +.7 YQ ,2 66 oe AB 88.5 1.4 
17 Lit 3 A 65,3 67 9.0 70 | — 10. 
Is 145 », | 97,9 6d 15,5 80,3 | +176 
19) 144 3,7 71.0 ie 9 4 81.4: — 104 
20 1-42 39 74,9 | 81 90 90.0 15,1 
21 142 4 84,5 | 70 | 11,1 81,1 | + 34 
22 140 23 4,2 | 58 15,0 73,0 28.8 
23 139 3.6 69,1 | 75 12,8 87,8 18.7 


ein deutlicher Ansatz 


dal 


das 


von N statt, begleitet von einem Steigen des Kérpergewichils 
Krst gegen Ende des Versuches (vom 19. an) tritt ein N-Veriust 
ein, begleitet von einem Sinken des K6érpergewichts, welclies 
Verhalten von dem Umstande_ herriihrt, 


Tier nu 
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Versuch XI. 


Das Futter bestand aus: 60 ¢ W ittepepton, 60 ¢ Cellulose, 200 ry 








Fett, 40 ¢ Zucker, 8 g¢ Salzen. N-Gehalt 2 44)” 
Futter | N n |. % | ota | oN 
Gewicht . in den 
i aufgen. im Harn abg. 
; | Faeces 
| 
6./9, U4 215 — 
7 193 0 0) 250 
S, 186 q 216.0 386 
i) 1&3 Y 216.0 266 27 ,2 
1) 186 ¥ 216.0 217 30,9 252.9 — 56.9 
i1. [86 8&8 211.2 IS] 25.6 206,60 -+- 4.6 
‘e [88 y 216.0 189 27.0 216.0 () 
K 187 ‘) 146 +25 ISS.) 27,5 
14 [S87 Y 199 25,2 224.2 $.2 
Ld 189 9 - 143 24,7 167.7 -- 483 
15 19 j q 178 20.5 198.5 17,5 
\7 191 9) 29 4 ? ¢ 
| 192 4) Lo] 27.0) 178.0 + 38,0 
[{) 194 i) 148 B48 182.8 L 33.2 
20 197 Y 146 105 176.3 - 7 
21 197 q - 145 283 173.3 12.7 


[n diesem Versuche findet eine intensiver N-Ansatz im 
Korper statt, begleitet von einem bedeutenden Steigen des 
Korpergewichts. Der Grund hierfiir ist in der verhiiltnismibig 
reichlichen N-Menge des Futters zu suchen. Von Wichtigkeit 
ist es, daB das Versuchstier wiihrend des ganzen Versuches 
liiglich genau dieselbe Menge Futter frab. 


Versuche mit Saéurespaltungsprodukten des Caseins. 


Die Stoffe, die wir zu diesen Versuchen anwandten, wurden 
aus reinem Casein dargestellt (Hammarsten), das teils durch 
Kochen mit konzentrierter Salzsiiure, teils durch Kochen mit 
verdunuter Schwefelsiiure gespaiten wurde. 
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Versuch XII. 


Das Futter bestand aus: 100 g Fett, 20 g Cellulose, 30 ¢ Spaltungs. 





produkten (HCl) und 5 g Salzen. “‘N-Gehalt = 2,46°%o. 
Ld 
_ | Futter | ON n |. % | votat | oN 
Gewicht in den 
o aufgen. im Harn E N abe, 
: “aeces 





7./10. O3 150 , = ones oe ne 


s 136 5,4 133 182 _ - 

y 138 5.8 143 174 _ — 

10 139 6.9 170 174 31.3 | 205.3 35.3 
11 138 7.8 192 182 $2 () 224.0 32 () 
12 138 7.6 187 192 34.5 226.5 5 
13 133 6.2 153 180 41.7 221.7 68.7 
Lj 128 il 101 128 25.2 | 1582 | —522 
15 128 pe 93 114 223 | 1363 (3.3 
16 127 | 60 148 148 276 | 175.6 765 
17. 126 | 49 121 16s | 227 | 190.7 | —697 
LS. 125 4.6 113 Q4. ? | ? 

19. 123 D0 123 Ld-+ 37) [81.5 — D8.5 
20. 121 47 116 130 272 | 1572 | —412 
21. 120 D3 130 136 246 | 160.6 — 3().6 
22. 121 | 61 150 150 144 | 1644 Lib 
23. 122 7,1 175 166 | 242 | 1902 | —152 
24. 0 | 44 108 146 | 17.7 | 163.7 | —5a,7 


Aus diesem Versuche geht hervor, daB Casein, durch 
Salzsiure gespalten, nicht imstande ist, das N-Gleichgewicht. 
geschweige denn einen Ansatz von N im Korper hervorzurufen. 
Vergleicht man die Zahlen, welche den tiiglichen N-Verlust des 
KOrpers angeben, mit den entsprechenden Zahlen in den Ver- 
suchen mit N-freiem Futter, so wird man finden, dab dieselben 
ganz gute Ubereinstimmung miteinander zeigen. Dies  heilt 
mit anderen Worten, daf die eiweiBersparende Wirkung der 
Caseinspaltungsprodukte von der Wirkung der N-freien Stofle 
nicht wesentlich verschieden zu sein scheint. 
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Versuch XIII. 
Das Futter bestand aus: 100 g Fett, 20 g Cellulose, 30 ¢ Spaltungs- 
produkten (HCl), 5 g Salzen. N-Gehalt = 2,31°/o. 








N 








Gewicht sans N in den | /0tal N 
g aufgen, im Harn’ Paeces N abg. 

5./10.03, 191 _ _ 
6 4a 5.9 186 a 
7 177 7,4 — 188 _ 
s IS] 10,4 20,2 218 H)2 2582 | — 180 
v. 179 10,6 2449 258 66.5 324.8 —~ 799 
10). [81 10,1 233,3 256 47.9 | 3039 70.6 
V1. 177 9.6 2218 238 D1.9 | 289.9 68.1 
12. 179 10,0 231.0 216 393 251.3 20.5 
15. 177 7,8 180.2 214 43.6 257.6 17.4 
4. 178 4,0 168.6 198 | 36.7 2347 66.1 
1) 179 8.7 201.0 184 34. () ISO 17.0 
Ib 176 D3 1224 184 24,3 208.3 85,9) 


Auch in diesem Versuche ist der Stickstoffverlust ein 
sehr betriachtlicher und steht nur wenig hinter dem N-Verluste 
bei den Versuchen mit N-freiem Futter zuriick. Im folgenden 
Versuche (XIV) stellen sich die Verhiiltnisse, wie man sehen 
wird, auf ganz ahnliche Weise. 

Versuch XIV. 

Das Futter bestand aus: 25 ¢ Fett, 8 


¢ Cellulose, 8 g Spaltungs- 














produkten (HCl), 3 ¢ Zucker und 1 g Salzen. N-Gehalt = 2.26 Jo. 

Gewicht scsi x . m In a inhi is 

g aufgen. im Harn) Paeces | N | abg, 

16/10. 04 140 
(7 127 | 6 135,6 146 _ ; - 
1s. 126 | 6 135.6 176 
1Y 126 | 6 135.6 188 a 
20), 125 6 135.6 165 4A).8 205.8 | — 702 
21 123 6 135.6 142 41,0 183.0 47,4 
22. 124 6 135.6 143 26,4 1694 — 33,8 
233. 124 5,9 133.3 145 33,7 178,7 | — 45,4 
24 123 51 115.3 128 30,1 1581 | — 42.8 
25 120 t9 110.7 120 Bd a 157.2 — 46.6 
26 120 4,6 104.0 121 222 1443.2 | —392 
ad 119 4,1 Q? 7 G2? 25,0 117.0 — 24.35 
28 117 43 97 2 108 26,8 134.8 7 6 
a 116 +1 92,7 ? 15.7 ? ? 
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Das Ergebnis dieses Versuches ist ganz dem des vorher- 
gehenden dhnlich, obgleich das Futter im vorliegenden Ver- 
suche Zucker enthielt, was im Versuche XIUI nicht der Fall war. 


Versuch XV. 


Das Futter bestand vom 4./2. bis 20./2. aus: 150 g¢ Fett, 50 ¢ 
Zucker, 31 ¢ Casein, 20 ¢ Cellulose und 5 g Salzen. N-Gehalt = 1.92 °/o 
Vom 21./2. bis 26.2. bestand das Futter aus: 25 g¢ Fett, 8 g Spaltungs- 
produkten (HCL, 8 g Cellulose, 5 g Zucker und 1 g Salzen. N-Gehalt 


» I ) 








Futter | ON nw |. 8 | gota N 
Gewicht in den 
c aufgen. im Harn ,, N abe, 
; Faeces : 

t./2. O4 173 

5 149 Q _ 128 

6 148 D9 113.3 152 —— 

7 147 99 113.3 142 

8 147 6.0 115.2 139 223 161.3 16,1 
9 147 6.0 115,2 130 1X4 Lis.4 13.2 
10 145 6.0 [15 128 23.5 151.5 3 3 
11 Lid 6.0 115.2 116 16.5 132.5 17.3 
1? 16 6.0 115,2 96 15.8 111.8 >| 
13 Lid 5.9 1133 113 18.6 151.6 [8.3 
14 14d 6.0 115,2 110 19,7 129.7 | —145 
Ld. 1-4-4 6,0 115.2 103 16.2 129.2 ‘0 
16 147 6.0 [15.2 LO7 155 122.5 - 70 
17. 148 6,0 115.2 103 15,2 108.2 3) 
18, | 146 6.0 115.2 102 ? ? 

19. | 149 6.0 115.2 L105 13.0 118.0 so 28 
20). 149) 6,0 115,2 LO7 16,1 123.1 — io 
Zi. 152 5.9 133.3 141 23.5 16-45 wat GD 
Sz. ~ 150 6.0 135.6 152 27,0 179.0 — 43,4 
23. 148 6.0 135.6 15] 296 | 180.6 — 45.0 
24. 140 6.0 135.6 159 18.4 177.4 | —418 
25. 146 6.0 135.6 15-4 26.4 180.4 4.5 
26 146 6.0 135.6 162 26.9 188.9 3.3 
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Wiihrend des ersteren Teiles des Versuches, wo das Tier 
caseinhaltiges Futter bekam, war der N-Verlust nur gering, es 
celang aber nicht, das N-Gleichgewicht herzustellen. Der Grund 
hierfiir war sicherlich der, dab die zugefiihrte Menge Stickstolf 
im Vergleich mit dem Gewichte des Tieres verhiiltnismiibig 
vering war. Obschon das N-Gleichgewicht nicht erzielt wurde. 
sieht man doch deutlich den Unterschied zwischen dem Casein- 
futter und dem Futter, das Siiurespaltungsprodukte enthielt. 
Wenngleich die Stickstoffmenge des letzteren um nicht so wenig 
groBber war als die des Caseinfutters, wird der N-Verlust dennoch 
sehr groh, sobald die Fiitterung mit den Spaltungsprodukten 
beginnt. 

Der Versush ist tibrigens besonders lehrreich, weil es 
velang, das Tier dahin zu bringen, daB es tiiglich die gleiche 
Menge Futter frab. 

Versuch XVI. 


Das Futter bestand aus: 220 g Fett, 60 g Zucker, 70 g Spaltungs- 








produkten (H,SO,), 60 g Cellulose und 8 ¢ Salzen. N-Gehalt 2,08 9/0. 
| Futter | = n |. % | total N 
Gewicht in den 
| o | aufgen. im Harn aby. 
- faeces 
17./3. O04 109 _ | 
LS. 91 5 104.0 112 | 
19. &Y t 83,2 150 
2), 88 5 104.0 148 | 
21 88 5 1040 | 125 | 152 | 1402  —362 
22 88 5 104,0 1145 | 295 L445 10.5 
2:3, 87 5 104.0 139 | 291 | 1681 | —641 
24, 8 D5 104.0 124 29.6 153.6 19.6 
25, 85 5 104.0 | 132 | 320 | 1640 60,0 
26, 85 5 104,0 121 | 279 | 1489 | —449 
27 83 5 104.0 130 | 292 | 1592 | — 552 
28, 83 5 | 1060 | 117 | 27,7 | 1447 10,7 
ay) 82 5 104.0 114 34,0 148.0 40 
ov) 81 4 85.3 QQ 28 7 127,7 tli 


7 rad] 5 104.0 115 21.2 136.2 — 922 








bo 


V. Henriques und C. Hansen, 


In diesem Versuche wurde durch Schwefelsaure gespaltenes 
Casein angewandt. Das Resultat ist hier wie in den vorher- 
gehenden Versuchen. Wir finden einen N-Verlust, der sich an 
Hohe dem N-Verluste bet Fiitterung mit N-freien Stoffen stark 


niihert. 


Versuch NVII. 


Das Futter bestand vom 9./3. bis 22./3. aus: 370 ¢ Fett, 60 ¢ 





Zucker, 8) ¢ Casein, 75 g Cellulose, 10 g Salzen. N-Gehalt — 1.99%): 
vom 23.3. bis 28./3. aus: 220 ¢ Fett, 30 ¢ Zucker, 70 g Spaltungspro- 
dukten (H,SO,), 60 g Cellulose, 8 ¢ Salzen. N-Gehalt 2.08 °/o 
Futter N N Potal- \ 
Gewicht in den 
D aufgen. im Harn. ,, N abe 


KFaeces 





9/3. 0% 129 

10. 112 | () —- = = _ 

if 112 59 2O8 

12 114 6.0 1194 150 

13 Lt 6.4) 119.4 119 23.8 142.8 24 
14 115 6.0 1194 115 13 130.5 — 109 
1 116 7 113.4 RR [8.6 106.6 i. 65 
16 117 oy | 1134 95 17.5 112.8 0.6 
17 118 5.6 111.4 128 iZ.7 140.7 29 3 
[8 120 395: 105.5 62 14.3 76.3 - YY» 
19 120 +7 93.5 &2 10.2 g2 9 133 
20). 120 4.2 835.6 | 78 15,2 93 2 — 96 
21 121 +2 83.6 ay) 104 69.4 14.2 
22 120 36 71.6 68 154 83.4 — 11s 
23 119 58 120.6 112 29 1 141.1 20). 
24, 120 D6 116.5 | 126 25.8 151.8 — 399 
2h, 20 | 55 L144 119 21.1 140.1 + 28,7 
26, 119 | 4,1 853 101 [8.6 119.6 — 34,3 
27. 1145 | 37 770 | 91 22.0 113.0 | — 36,0 


28 113 3.5 72.8 | 4| 16.8 LO7.8 — 3d”) 








Uber Eiweifisynthese im Tierkdrper. 


In diesem Versuche wurden vom 15. 3. bis 22. 3. wiithrend 


welcher Zeit das Tier caseinhaltiges Futter bekam, im ganzen 
14 mg N im Korper angesetzt: das Tier befand sich mit 
anderen Worten fast ganz im N-Gleichgewichte. Nach dem 
22. 5., wo Ftitlerung mit Spaltungsprodukten des Caseins statt- 
findet, tritt ein taglicher N-Verlust ein, und zwar obgleich die 
zugefihrte Menge Stickstoff wihrend der ersten Tage der Fiit- 
terung mit Spaltungsprodukten betrichtlich grober ist als wihrend 
der letzten Tage der Fitterung mit caseinhaltigem Futter: 
indes scheint der N-Verlust im Verhiiltnisse zum Gewichte des 
Tieres etwas kleiner zu sein als der Verlust ber N-freiem Futter. 


Versuche mit Albuminstoffen, die mittels Trvypsins 
(+. Erepsin) verdaut waren. 

Die Art und Weise, wie der zu untenstehenden Versuchen 
augewandte Stoff dargestellt wurde, findet sich oben ange- 
geben. Zu allen Versuchen wurde dieselbe Stoffmasse benutzt. 
Der Kiirze wegen bezeichnen wir diese im folgenden als 
pankreasverdauten» Stoff. Auber Versuchen mit diesem Stoffe 
unternahmen wir es, die pankreasverdaute Masse in verschie- 
dene Teile zu scheiden, indem wir den Stoff mit Alkohol be- 
handelten, wodurch ein Teil gelost wird, wihrend ein anderer 
Teil ungelést zuriickbleibt. Jeden dieser Teile untersuchten 
wir auf sein Vermodgen, den Organismus im N-Gleiechgewicht 
zu erhalten. Auberdem haben wir durch Fiéllung einer LOsung 
des pankreasverdauten Stoffes mit Phosphorwolframsiure die 
in der LoOsung befindlichen Monaminosiiuren dargestellt und deren 
Wirkung versucht, wihrend Versuche mit den Diaminosiuren 
oder vielmehr mit den durch die Phosphorwolframsiiure ge- 
‘allten Stoffen) bisher noch nicht von uns angestellt wurden. 





V. Henriques und C. Hansen, 


In diesem Versuche wurde durch Schwefelsiiure gespaltenes 
Casein angewandt. Das Resultat ist hier wie in den vorher- 
gehenden Versuchen. Wir finden einen N-Verlust, der sich an 
Hohe dem N-Verluste bet Fiitterung mit N-freien Stoffen stark 


nihert. 


Versuch XVII. 


Das Futter bestand vom 9./3. bis 22./3. aus: 370 g Fett, 60 ¢ 


Zucker, 8) ¢ Casein, 75 g Cellulose, 10 ¢ Salzen. N-Gehalt — 1,99 °)- 
vom 23.3. bis 28./3. aus: 220 ¢ Fett, 30 g Zucker, 70 g Spaltungspro- 





dukten (H,SO,), 60 g Cellulose, 8 g Salzen. N-Gehalt = 2,08 %o. 
. Futter N N Potal- \ 
(iewicht . in den 
y aufgen. im Harn N abe 


Kaeces 





9/3. OF 129 

10. HW2 | 0 ” ~ 7 sos 

(1 12 | 59 208 

12. 114 | 60 119.4 150 

13 Ltd 6.0 119.4 119 238 | 142.8 233.4 
14 115 6.0 119.4 115 15.3 130.3 nt hiS 
1) 116 7 113.4 RS 18.6 106.6 6.8 
16 117 5.7 113.4 5 78 112.8 0.6 
17. 118 | 56 111.4 | 128 127 | 140.7 —293 
1s. 120 | 5,3 105.5 62 14.3 76.3 +- 29,2 
19. | 420 | 47 93.5 | 82 10.2 922 | +. 13 
20), 20 | 42 836 | 78 15.2 932 — 96 
21, 21 | 42 836) 59 104 | 694) L142 
22. 1220 | 3.6 71.6 | 68 154 83.4 | —118 
233, 119 | 58 [20,6 112 29) 1414 20.5 


116.5 
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In diesem Versuche wurden vom 15. 3. bis 22. 3, wiihrend 


welcher Zeit das Tier caseinhaltiges Futter bekam, im ganzen 
1.4 mg N im Korper angesetzt; das Tier befand sich mit 
anderen Worten fast ganz im N-Gleichgewichte. Nach dem 
22. 3., wo Fiitterung mit Spaltungsprodukten des Caseins statt- 
findet, tritt ein tiglicher N-Verlust ein, und zwar obgleich die 
zugefiihrte Menge Stickstoff wiaihrend der ersten Tage der Fiit- 
terung mit Spaltungsprodukten betrachtlich grober ist als wihrend 
der letzten Tage der Fitterung mit caseinhaltigem Futter: 
indes scheint der N-Verlust im Verhiiltnisse zum Gewichte des 
Tieres etwas kleiner zu sein als der Verlust bei N-freiem Futter. 


Versuche mit Albuminstoffen, die mittels Trypsins 
(-+ Erepsin) verdaut waren. 

Die Art und Weise, wie der zu untenstehenden Versuchen 
augewandte Stoff dargestellt wurde, findet sich oben ange- 
geben. Zu allen Versuchen wurde dieselbe Stoffmasse benutzt. 
Der Kiirze wegen bezeichnen wir diese im folgenden als 
pankreasverdauten» Stoff. Auber Versuchen mit diesem Stoffe 
unternahmen wir es, die pankreasverdaute Masse in verschie- 
dene Teile zu scheiden, indem wir den Stoff mit Alkohol be- 
handelten, wodurch ein Teil gelOst wird, withrend ein anderer 
Teil ungelést zuriickbleibt. Jeden dieser Teile untersuchten 
wir auf sein Vermodgen, den Organismus im N-Gleichgewicht 
zu erhalten. Auberdem haben wir durch Fillung einer L6sung 
des pankreasverdauten Stoffes mit Phosphorwolframsiure die 
in der Losung befindlichen Monaminosiiuren dargestellt und deren 
Wirkung versucht, wiihrend Versuche mit den Diaminosiuren 
oder vielmehr mit den durch die Phosphorwolframsiiure ge- 
‘allten Stoffen) bisher noch nicht von uns angestellt wurden. 








~~ 
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Versuch XVIIL. 


Das Futter bestand aus: 
30 g pankreasverdautem Stoff. 


1.41 °/o. 


100 ¢ Fett, 100 ¢ Zucker, 20 g Cellulose. 
N-Gehalt 


(Wegen des grofen 


Versuche kein Zusatz von Salz zum Futter angewandt. 


Salzgehalts des pankreasverdauten Stoffes wurde hier und im folgenden 




















N 




















111,0 


| Futter | oN N |. Total N 
Gewicht . in den 

g aufgen. im Harn re I abg. 
10./11.03 160 - ‘ we ie _ wa 
11. | 154 6,7 — 120 | — _ _ 
2 147 6.0 i 150 | — ~ me 
13 145 D9 83,2 138) 6| | «613.2 151.2 | — 680 
Li 140 6,0 84.6 | 140 195 | 1595 | —749 
15 138 6.0 54.6 134 6,7 140,7  —956,] 
16. 7 | 60 | 846 | 122 | 13,0 | 1350 | —504 
17 135 6,0 846 | 116 | 261 | 1421 | —575 
18. 136 6,0 84.6 110 | 3.7 113,75 —29J 
19. 135 6,0 84.6 | 116 | 18,0 | 1340 | —49/4 
20, 133 | 60 846 88 | 186 | 1066 29 () 
21 132 6,0 84.6 92 | 10,5 102.5 | —179 
22 132 6,0 84,6 92 | 159 | 107.9 | —233 
23, 13 60 | 846 > 92 | 102 | 1022  —176 
24 131 6,0 84.6 92 | 14,7 106,7 | —22,1 
25 131 6,0 84,6 92 | 15,7 | 107,7 | —23,1 
26 18 | 80 | 1128) 90 | 129 | 1029 | + 99 
27 136 80 | 1128 9% | ? | »? 2 
28. 135 | 80 | 1128 | 106 | 200 | 1260 | ~132 
29 136 | 80 | 1128} 98 | 121 | 1101 | + 27 
30 136 80 112.8 90 | 302 | 1202 | — 74 








Uber Eiweifisynthese im Tierkérper. 


Dieser Versuch bietet den groben Vorteil dar, daB das 


Versuchstier jeden Tag sein’ Futter vollstiindig verzehrte. 
Wiihrend der ersten Tage (bis zum 25. 11.) bekam das Tier 
tiglich 6g Futter; dies geniigte nicht, um das N-Gleichgewicht 
herzustellen: als das Futter bis auf 8 @ vermehrt wurde, trat 
das N-Gleichgewicht rasch ein, wihrend ziigleich das Korper- 
gewicht das in der ersten Periode fortwiithrend sank - 
ziemlich bedeutend zu steigen begann. Vom 26. 11. bis 7. 12. 
— mithin im ganzen 12 Tage lang wurden 6.7 mg Stick- 
stolf im Korper angesetzt, was bedeuten mul, dai der pankreas- 
verdaute Stoff imstande war, den tiiglichen Stickstoffverlust 
des Organismus zu decken. 


Versuch XIX. 


Das Futter bestand aus: 120 ¢ Fett, 20 ¢ Zucker, 40 ¢ pankreas- 








verdautem Stoffe und 40 ¢ Cellulose. N-Gehalt == 2,09 °/o 
Jaa Futter N |; N | otal N 
| Gewicht / in den | 
| g aufgen. jim Harn) abg. 


| Faeces 





7/1. 04} 144 an a — — _ _ 
&. 121 39 | - 97 — oo 

9. 121 | 60 | 1254 | 136 - _ 
10) 118 | 60 | 125.4 | 137 - — 
11, 117 | 60 | 1254 118 38,0 156,0 | — 30,6 
12 118 | 60 | 1254 133 31,0 | 1640 | — 386 
13 119 | 60 | 1254 ) 104 30,5 | 1345 | — 91 
Lf. 119 | 60 | 1254 | 110 | 265 | 1365 | —11,1 
Lb 1200 | 60 | 1254 99 | 314 | 1304 | — 50 
16. | 121 | 60 | 1254 82 | 398 | 1218 | + 36 
17. 120 | 60 | 1254 92 | 402 | 1322 | — 68 
Is. 123 | 60 | 125,4 88 37,2 | 1252 | + 02 
19. 125 60 | 125.4 92 $2,5 1245 |} + 09 
20), 126 | 60 | 1254 af 374 1284 |— 30 
21. 127 | 60 | 1254 |} 89 38,9 i379) | — 26 
ae 128 | 6,0 125,4 86 29,9 | 1159 | + 95 
23 129 6.0 125.4 GQ) 4.4 130.4 | — 50 
24 129 6,0 125,4 92 iO4 132.4 | — 7,0 
a) 129 6.0 125,4 95 263 | 1213 | + 4,1 
“b, 130 6,0 125.4 81 +18 122.8 | 2,6 
27 130 6.0 125.4 86 982 | 1142 | +11,2 
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Auch in diesem Versuche war die aufgenommene Menge 
Futter von Tag zu Tage konstant. Schon nach Verlauf der 
ersten 5 Tage — wihrend welcher Zeit das Korpergewicht 
etwas abnahm — beginnt das Gewicht zu steigen, und das 
Steigen dauert bis zum Schlusse des Versuches an. Was 
den N-Umsatz betrifft, so gelang es auch hier, den Stickstoff- 
verlust des Korpers durch Zutuhre pankreasverdauten Stoffes 


zu ersetzen, indem vom 16. t. bis zum 27. 1 — also 12 Tage 
hindurch — eine Ablagerung von im ganzen 7,8 mg Stickstoff 


stattfindet. 
Versuch XX, 
Das Futter bestand aus: Pankreasverdautem Stoff, Fett, Cellulose 
Zucker. Die Gewichtsmengen der einzelnen Stoffe lassen sich nicht 








Sicherheit angeben. N-Gehalt = 2,65 °/o. 
| Futter N N . N Total N 

Gewicht | | /in den 

g | aufgen. jim Harn) ,, N | abe. 
. | | Faeces | 

./7. OF} 118 - on _ an ao 

6 9] 0 () 60 | — _ 

7. 87 5.0 132.5 oe oe 
8. | 86 6.0 159.0 | 151 | 328 | 1838 24s 
q 87 6.0 159.9 137 32,5 169.5 105) 
10. 89 6.0 159,0 113 27,4 140,4 | ish 
11. 88 55 145.8 133 | 356 | 1686 2% 
12. | 88 6,0 159,0 118 | 224 | 1404 | + 186 
13. 89 | 60 | 159.0 1233 36,2 | 159.2 0.2 
14. | 87 6.0 159.0 117 374 | 1344 —- 4h 
15. ss | 49 | 12999 | 115 | 196 | 134.6 £7 
16. 90 5.0 132.5 104 30,0 134.0 15 
17. go 6.0 159.0 1038 | 329 | 135.9 93.1 
18. Q3 6,0 159.0 118 | 37,7 | 155.7 t- 30 
19. 93 60 | 159.0 | 102 | 36,0 | 1380 | --210 
20. 5) 6,0 159.0 107 248 | 1318 | +272 
21. 96 60 | 1590) 113 | 38 | 478 4112 
22. 97 60 | 1890 > 110 | 335 | 1435 0 +155 
23. 7 6.0 159.0 116 284 | 1444 | + 14 


132.5 
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Ebentalls in diesem Versuche ist die aufgenommene Menge 


Futter von Tag zu Tage die gleiche. Vom 15. 7. an beginnt 
das Korpergewicht zu steigen, und zugleich findet eine reich- 
liche Ablagerung von Stickstoff im Koérper  statt. Vom 10. 7. 
bis zum 23.7. — also im Laufe von 14 Tagen — wurden 
mm ganzen 128.5 mg N angesetzt. 


Nachdem es sich erwiesen hat, dafi der pankreasverdaute 
Stoff imstande ist, ein Tier im N-Gleichgewicht zu erhalten, 
liegt es nahe, zu untersuchen, ob man den Stolf in verschiedene 
Teile scheiden kann, und darauf die Wirkung der verschiedenen 
Teile auf den Stiskstoffumsatz zu priifen. Unter solehen Ver- 
suchen fiihren wir erst einen an, bei welechem wir Phosphor- 
wolframsiiure benutzten, um den pankreasverdauten Stoff in 
\Monaminosiuren» und «Diaminosauren» zu scheiden. 

Kine groBere Portion des Stoffes wurde in Wasser gelost 
uid auf iibliche Weise mit Phosphorwolframsiiure in Uber- 
schub gefallt. Das Filtrat der Faéllung wird von der iiber- 
<chiissigen Phosphorwolframsidure befreit und darauf im Vacuum 
bis zur Trockenheit eingedampft. Der auf diese Weise dar- 
vestellte Stoff, der also die Monaminosiiuren enthalt, wihrend 
die Diaminosiiuren nebst Polypeptiden!) ausgeschieden — sind, 
kain bet untenstehenden Versuchen in Anwendung. 


Fischer und Abderhalden, Diese Zeitschrift. Bd. XXXIX. 








Das Futter bestand aus: 


V. Henriques und C. Hansen, 


Versuch 


SO ¢ Ke 


Aucker, 25 g Cellulose und # g Salzen. 


XXI. 


tt. 


N-Gehalt 









t) ¢ «Monaminosiiuren». 10) 


2,79 










Gewicht 


Futter 


N 


N 


N 


in den 


Total- 


\ 




























u aufgen. im Harn N aby 

: Faeces | 
20.16.04 114 — = 
21 YS () 1) | _ 
22. 4 5.0 171 - 
23. 4 ae) 153.5 149 — 
24 Q2 es) 153.5 ? 18.5 ? 
25 a] DD 153.5 158 ? ? | 
26. 90) 5.b 153.5 156 23.6 | 179.6 | 261 
27. 89 55 | 153,5 | 142 | 18,7 | 160.7 | — 72 
28. 89 | bb | 1535 | 150 | 164 | 1664 | —129 
29. 8S | 5.5 153,5 155 | 14,2 | 1692 | 15.7 
30 88 | 55 | 1535 | 157 | 178 | 1748 | — 213 
1/7 87 | 65 | 1814 | 172 | 196 | 1916 | —102 
? 87 6.5 814 167 | 17.1 1841 | 27 
3. 88 6.5 1814 | 168 | ? ? 2 
4, 89 6.5 1814 By 15.5 | 1665 | 14.9 
Dd. RY 6.5 181.4 170 18.5 1885 $3 
6. ss | 65 | 1814 | 168 | 158 | 1838 2.4 
7. 88 6.5 181.4 | 157 154 | 1724 9.0 
S. 88 6,5 L814 16: 18,3 181.5 }- O.1 
0, 89 GA | 1786 | 154 | 181 | 1724 | + 65 
10. q| 5.6 156.2 129 19.1 148.1 + 81 
l 1 SY 63 175.8 138 19,3 157,3 | -++- 18,5 
12. 87 5,0 139.5 134 | 11,6 1456 | — 61 
13. Sb 5 153.5 144 | 15.1 159.1 6 
14. 86 6.3 175.8 145 | ? ? | ? 
1). RD 6.3 175.8 150 15,2 165,2 | + 10,6 
16. 86 5.4 150.7 148 15,6 163.6 12.9 


147,9 
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Wie aus diesem Versuche zu ersehen, gelang es, mittels 


der «Monaminoséiuren» des pankreasverdauten Stoffes einen 
Ansatz von Stickstoff im Korper hervorzurufen, indem vom 
:. 7. bis zum 17. 7. — also 14 Tage hindureh im ganzen 
14,7 mg N angesetzt wurden. 


Wie oben bemerkt, versuchten wir auch den pankreas- 
verdauten Stoff mittels Alkohols (96°/o) zu seheiden. Eine 
epobere Menge des Stoffes (ca. 200 ¢) wurde wiederholt mit 
ca. DO8 warmem Alkohol behandelt: hierdurch wurde jedesmal 
ein Teil desselben gelost, der sich bei Verdampfung des Alko- 
hols als ein sehr hvygroskopischer Stoff mit einem N-Gehalt 
von 12.6%. erwies. Der nieht im Alhohol!l geléste Rest war 
dagegen nicht hygroskopisch und enthielt’ 10,6°/o N. 

Zu den Versuchen benutzten wir teils jeden Stoll fiir sich, 
ceils eine Mischung beider Stoffe. Da der in Alkohol loshche 
Teil sehr hygroskopisch war, lie der Stoff sich nicht in pul- 
verisiertem Zustande darstellen. Wir losten deshalb den Stoll 
erst in einer geringen Menge Wasser: hierzu setzten wir daraut 
eine bestimmte Menge Cellulose, welche die Fliissigkeit leicht 
ii sich aufsaugte. Diese Mischung wurde darauf bei niedriger 
Temperatur im Vacuum getrocknet, und man erhielt dann eine 
Masse, die sich leicht pulverisieren und mit Fett mischen lief. 

Aus untenstehenden Versuchen geht hervor, dali der in 
Alkohol unl6éstiche Teil des pankreasverdauten Stoffes (welchen 
Teil wir der Kiirze wegen den «Alkoholrest» nennen) nicht 
imstande war, den Verlust an N zu verhindern, was dagegen 
der in Alkohol lésliche Teil (das «Alkoholextrakt») vermochte. 








































\. 


Henriques und C. Hansen, 


Versuch XXII. 














Das Futter bestand aus: 40 g «Alkoholrest», 30 ¢ Cellulose. 100 » 
Fett, 20 g¢ Zucker, 4 g Salzen. N-Gehalt 2,24 °/o, 
| Putter | ON n |. Total | oN 
Gewicht in den | 
g aufgen. im Harn Faeces | abe 
22./4. O-4 197 — — 
23 17-4 () - L8Y — 
24. 169 8,0 | 1792 | 264 | — — 
25 168 8.0 1792 210 | — 
26, 168 80 | 179.2 193 | +7 OD 245 61.3 
27. 167 7.9 | 1770 | 177 | 650 | 2420 65.0 
2k. 167 8.0 179.2 182 69,5 91,5 | — 7235 
29. 165 7,9 177,0 177 46,0 223,0 16.0 
30. 163 8.0 (79,2 171 49,2 22().2 1.0 
1./5 163 79) 177.0 173 D1,8 224.8 | — 478 
2. 165 8.0 179.2 163 39 206.9 274 
, 163 iw 177.0 148 54.9 202.9 25.4 
t. 16d 8.0 179,2 160 +11 201,1 21,9 
‘. 164 &.0) 179.2 151 ? ? 
6, 163 8.0 179 166 4a,4 239,7 60.) 
7, | 165 8.0 179.2 149 49D 198.5 19.3 
S. 164 8,0 179.2 150 d0.D 200,5 21a 
2. l64 8.0 179,2 146 61.9 207.9 aR 7 
10. 16-4 8.0 179,2 142 t3,5 185.5 6.3 
It. 165 9.0 201.6 171 4,8 215.8 142 
12. 166 3:0 201.6 183 Fr ? 
33. 165 90) 201.6 176 4.6 9196 | —18! 
14. 163 t.0 89.6 96 36,5 132,5 42.) 
Wie man aus diesem Versuche ersieht, war es_ nicl 


moglich, das N-Gleichgewicht herzustellen, trotzdem die zi- 


gefiihrte Menge N ziemlich bedeutend war. Zugleich wird ma! 


indes sehen, das der N-Verlust im Verhiiltnisse zum Korper- 


gewichte des Tieres ein sehr geringer war, so daB die albumin- 


stoffersparende Wirkung des Futters erheblich gréBer war, al: 
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wenn dieses nur N-freie Stoffe enthalten hiitte. Ferner zeigt 
es sich, dal} das Gewicht sich withrend der letzten 16 Tage 
des Versuches fast konstant erhielt. 


Versuch XNIII. 


Das Futter bestand aus: 55 g Alkoholrest, 30 g Cellulose, 125 g 








Fett, 25 ¢ Zucker und 5 g Salzen. N-Gehalt 2,41 °%/o. 
| _ : N = 
Futter N N lotal N 


Be ' 

| Gewicht in den 

o | aufgen. im Harn ,, N abg. 
aeces | : 





24/5. O4 115 — — — ; 
25 96 0 65 —_ — 
26 Q4 0 120.5 110 _— _ _ 
27 92 5.0 120.5 127 = 
28 43 5.0 120.5 ? 10.9 ? 2 
9 9] 9,0 120.5 138 25.8 163.8 | — 433 
1) 92 0 120.5 113 17,1 150,1 — 96 
1 2.0 120.5 126 ? ? ? 
() 92 6,0 14.4.6 150 | 108 140.8 38 
2 9? 6.0 144.6 125 27,9 1529 | — 88 
Y2 6,0 14-4,6 133 23.6 156.6 12.0 
92 6,0 1446 117 30,1 147.1 | — 25 
, ) Q5 60 | 144.6 135 28.7 163,7 — 19.1 
b 94 6,0 14-4,6 127 27,0 154.0 | — 94 
7 93 0,2 125,3 114 24.3 138.3 — 130 


Auch in diesem Versuche gelang es nicht, das N-Gleich- 
ht gewicht herzustellen; der N-Verlust ist jedoch auch in diesem 
Falle ein verhiltnismiibig geringer. 








V. Henriques und C. Hansen, 






Versuch XXIV. 





























Das Futter bestand vom 24./5. bis 9./6. aus: 33.5 g¢ Alkohol. 
extrakt, 100 g Fett, 20 g Zucker, 26,5 g Cellulose, 5 g Salzen. N-Gehalt 
2.29°%o. Vom 10./6. bis 19./6. bestand das Futter aus gleichen Teilen 
des soeben genannten und des im Versuch XXIII angewandten Futters 
Der N-haltige Teil wurde also dem urspriinglichen pankreasverdauten 
Stoffe entsprechend. N-Gehalt = 2.35%. 





N 


| Futter N N Total- \ 





Gewicht, in den 

g aufgen. 1m Harn. ,, aby, 

| | Faeces | 
24./5. O4 84 — — — 
2) 66 0 — 
26; 6-4 t.0 91,6 | 190 — _— 
27 64 tO 91.6 | 102 - - 
28 64 iO 91.6 89 ~~ va 
29 6) +0 91.6 SO 
30 64 i) 91.6 88 16.5 104.5 12.9 
y | 63 ‘0 91.6 | 95 17,6 | 112,6 1.0 
1/6 4 0 114.5 79 29,0 | 104.7 - 9S 
, a | 65 5.0 1144.5 | 111 19.6 130.6 | 16.1 
3. 65 50 | 11445 | 7 24.6 | 956 | +189 | 
4 O4 O90 | 114, 96 20,6 | 116.6 | — 2] 
D. 67 5,0 114.5 | 86 22,0 : 108,0 | +- 65 
6. 67 50 | 1145 | 87 183 | 1053 | + 92 
7 66 50 | 1145 | 97 | 258 | 1228 | — 83 
8. 66 D0 | 1145 | 86 | 17,8 | 103,8 | +107 
9, 67 50 | 1145 | 85 | 288 | 1138 | + 0, 
10. 67 5.0 114.5 | 76 20.9 96,9 | + 206 
1. 67 50 | 1175 | 79 | 256 | 1046 | +129 
12. 66 4.2 987 | 96 | 190 | 115.0 | —163 
13. 66 3.0 70.5 | 59 | 125 | 71,5 | — 10 
14. 68 5.0 1175 | ? | 181 | ? 
5. 68 18 | 1128 | 75 | 216 | 966 | +162 
16. 70 D0 117.5 76 239 | 999 | +176 
17. 69 44 L034 | 73 24.6 | 97,6 | + 95 
18. 68 3.3 77,6 71 13,5 | 845 | — 6 


105.0 
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Es geht aus diesem Versuche hervor, da} das «Alkohol- 


extrakt» — im Gegensatze zum «Alkoholreste» — imstande 
ist, den Organismus vor Veriust an N= zu schiitzen. Vom 
1.6. bis zum 9./6. — also im Laufe von 9 Tagen — wurden 
im ganzen 29,5 mg N im Korper angesetzt. Indes scheint es, 
als ob die Wirkung des Alkoholextraktes nicht voéllig so groB 
ist wie die des pankreasverdauten Stoffes selbst. Es erweist 
sich namlich, dab der Ansatz von N im Korper ziemlich be- 
deulend steigt, wenn das Futter vom 10./6. an so geiindert 
wird, dali pankreasverdauter Stoff das Alkoholextrakt ersetzt. 
Vom 10./6. bis zum 19./6. — mithin im Laufe von 10 Tagen — 
betrigt der N-Ansatz 61,4 mg, und zwar obgleich die aufge- 
nommene Menge Futter wiahrend dieser letzteren Periode ge- 
ringer war als wiahrend der ersteren Periode. 


Versuch XXV. 


Das Futter bestand vom 24#./5. bis zum 9./6. aus gleichen Teilen 
des zum ersten Teile des Versuches XXIV und des zum Versuche XXIII 
angewandten Futters. N-Gehalt = 2,35°/o. Der N-haltige Teil des Futters 


war also gleich dem urspriinglichen pankreasverdauten Stoffe. Vom 


10/6. an bis zum 18./6. wurde das Futter geindert in: 35 ¢ Alkohol- 
extrakt, 100 g Fett, 20 ¢ Zucker, 5 g Salze, 26,5 g¢ Cellulose. Dieses Futter 
ist dasselbe wie das im Versuche XXIV angewandte. N-Gehalt = 2,29 °/o. 





/ppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. 24 
















































444 V. Henriques und C. Hansen, 
| Futter} N | N |. & | gota | oN | 
Gewicht in den 
g | aufgen. jim Harn ae abg. 

24/504) 87 ; _ _ 

Bh 68 () 110 — ~ 

26 65 iQ 4 150 _ 

27 65 4.0 4 118 

28. 66 tO y 4. / 100 ~ 

29 66 tO Yi ? 14,8 ? ? 
30. 6D 0) 94 | 87 295 | 1005 | —1i155 
31. 65 4.0 9% | 97 | 139 | 1109 | —169 
1/6 64 50 | 1175 | 92 | 23,7 | 115.7 | + 138 
2. 66 5,0 147.5 | 87 | 19,0 | 1060 | +115 
3. 68 5,0 L17,5 86 | 24,7 110,7 - 6,8 
” 70 50 | 1175 | 88 | 156 98,6 | 189 
5 69 50 | 117.5 97 | 21,2 | 1182 | — 07 
( 70 | 50 | 1175 | 89 | 17,4 | 1064 | 4-111 
7 69 5.0 117,5 | 8 17,D 102.5 | + 15,0 
x, 7) 5.0 117.5 LOD 165 | 1215 | — 40 
4 72 a0 117,5 | 87 | 18.4 | 1054 +- 12.1 
LQ) 72 5.0 14,5 ; 98 | 20,0 118.0 3.5 
I1 73 D0 114.5 | 100 | 19,6 119.6 D,1 
12 71 0 114.5 1 | 6,7 | 127.7 13.2 
13 74 0) 1145 86 | 114 97 4 17,1 
14 72 50 14,5 10% | 369 | 1409 | — 264 
Ld. 73 5,0) L145 | 95 13,0 | 1080 | + 65 
Lb. 73 D0 114.5 G2 239 | 1159 | 14 
17 72 D0 114.5 90 28,2 118.2 5 
1S. 73 3.9 89 90 RI 98,7 Q7 


Wiahrend der ersten Periode, in welcher das Tier pankreas- 
verdauten Stoff erhielt, wurde eine ziemlich reichliche Menge 
im Korper angesetzt; vom = 1./6. bis zum 9./6. (9 Tage hin- 
durch) wurden im ganzen 72.5 mg N angesetzt. Nachdem der 


t 


pankreasverdaute Stolf mit dem Alkoholextrakte umgetauscli! 


ry! 
uA 


worden war, horte der Ansatz von Stickstoff im Korper a 
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indem vom 10./6. bis zum 17./6. (8 Tage hindureh) im ganzen 


29.7 mg N verloren wurden. Dieser Versuch zeigt also, wie 
die vorhergehenden, dafi das Versuchstier durch den pankreas- 
verdauten Stoff leichter ins N-Gleichgewicht kommt als dureh 
das Alkoholextrakt: dai der kalorische Wert des Futters keine 
nennenswerte Holle spielen kann, geht daraus hervor, dab 
dieser Wert in beiden Futtermisehungen anniihernd derselbe ist. 


Die hier mitgeteilten Versuche sind als rein orientierende 
aufzufassen. Es mussen noch eine Menge Versuche angestellt 
werden, um uber die synthetischen Vorgiinge mit Bezug auf 
die Albuminstoffe ins Klare zu gelangen, und namentlich mub 
man, um sich eine bestimmte Ansicht von diesen Vorgiingen 
bilden zu konnen, die im pankreasverdauten Stoffe befindlichen 
Verbindungen weit besser kennen als jetzt. 

Inwiefern die stickstoffhaltigen Stoffe, die durch Spaltung 
des Caseins mit Mineralsiuren eebildet werden, auf den N-Um- 
satz ersparend zu wirken vermodgen, auber der Wirkung, die 
sie wegen ihres kalorischen Wertes zu erzeugen imstande sind, 
miissen kiinftige Versuche entscheiden. Der verhiltnismibig 
ceringe N-Verlust in einzelnen der Versuche kénnte vielleicht 
wohl darauf hindeuten, dab eine solche Ersparung stattfindet, 
Krweist es sich, dab dies der Fall ist, so mui die Erklarung 
hiervon eine dihnliche werden, wie dicjenige, die Landergren 
In seiner interessanten Abhandlung: «Untersuchungen iiber die 
Kiweibumsetzung des Menschen» !) von der intensiven, albumin- 
ersparenden Wirkung des Zuckers gegeben hat. 


Die Ergebnisse unserer Versuche lassen sich in Kiirze 
folgendermaBben zusammenfassen : 

1. Die Siurespaltungsprodukte des Caseins sind nicht 
imstande, den tierischen Organismus vor Verlust an Stickstoff 
Zu schiitzen, selbst wenn diese Produkte in reichlicher Menge 
zugefihrt werden. 


') Skandinav. Arch. f. Physiol., Bd. XI\ 





V. Henriques u. C. Hansen, Uber Eiweifisynthese. 


2. Zufuhr derjenigen Stoffe, die durch lange dauernde 
Kinwirkung von Trypsin -+- Erepsin auf Albuminstoffe  ent- 
stehen, kann das N-Gleichgewicht oder sogar Ablagerung von 
Stickstoff im K6érper herverbringen. 

3. Der N-Verlust kann auch durch diejenigen Verbindungen 
des trypsinverdauten Stoffes gedeckt werden, die nicht durch 
Phosphorwolframsiiure gefallt werden («die Monaminosauren> ), 

t. Dasselbe gilt von denjenigen Verbindungen im trypsin- 
verdauten Stoffe, die in 50° warmem Alkohol (96°/o) lés- 
lich sind, 

5. Die in Alkohol unléslichen Verbindungen, die sich im 
trypsinverdauten Stoffe befinden, scheinen dagegen nicht im- 
stande zu sein, den tiiglichen N-Verlust des Organismus zu 
decken. 





















Zur Kenntnis des Chemismus der peptischen und tryptischen 
Verdauung der Eiweifikérper. 
Ii. Mitteilung.') 
Von 
D. Lawrow. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Jurjew | Dorpat}.) 


Der Redaktion zugegangen am 19. Dezember 1904.) 
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Die Bedeutung der Salzsiiure fiir die peptische Verdauung 
der EiweiBsubstanzen erseheint zur Zeit noch nicht geniigend 
aufgeklart. Das Vermoégen mehr oder weniger verdtinnter Salz- 
siiureldsungen, z. B. O,1—1°/oiger Losungen, durch Hitze 
koagulierte EiweiBe in emen Quellungszustand tiberzufiihren 
und dieselben sogar teilweise zu l6sen, sowie das Vermoégen 
derartiger SalzsiurelOsungen, einige in Wasser oder in Salz- 
lOsungen unldsliche NativeiweiBbe, z. B. Fibrin, zu l6sen, unter- 
liegt keinem Zweiel. Eine derartige l6sende Einwirkung der 
Salzsiure begiinstigt natiirlich die Spaltung der Kiweibkoérper 
durch Pepsin oder, allgemein ausgedriickt, durch den natiirlichen 
oder kiinstlichen Magensaft, sowie denjenigen  proteolytischen 
Prozeb, welcher bet der Selbstverdauunge des Magens bei An- 
wesenheit von Salzsiiure beobachtet wird und welcher offenbar 
mit dem VerdauungsprozeB der ersten Kategorie identisch ist. 

Ks ist von mehreren Autoren darauf hingewiesen, daB 
einige EiweibkOrper sich unter Einwirkung von verdiinnten 
Salzsiurelésungen spalten, und zwar bis zur Bildung von 
Kithnescher Albumosen. So soll nach MeiBners Angaben?) 


aus dem unkoagulierten Hiihnereiweif bei alleiniger Einwirkung 


') Diese Zeitschrift. Bd. XXXII, S. 312—328 


*) Zeitschrift fir rationelle Medizin, Dritte Reihe, Bd. VILL, S. 280 
303. 1860. 
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D. Lawrow, 


von 0,2°%o Salzsiiure ein wasserloslicher, durch Hitze nicht 
gerinnender Korper entstehen. 

Nach Angaben von Fr. Goldschmidt?!) spalten sich 
das Eieralbumin und Serumalbumin unter Einwirkung von ! /15- 
und 1/1 Normalsalzsiiure, Serumalbumin auch unter Einwirkung 
von ‘ia6- und 1/4Normalschwefelséure, bis zur Bildung der 
sekundiren Albumosen A und B, und zwar in ca. 16-48 
Stunden. Aus seinen Versuchen  schliebt der letztgenannte 
Autor: «Die Wirkung des Pepsins—+-Salzsaure bei 40° unter- 
scheidet sieh von jener der reinen Salzsiiure bet 40° nur 
durch die Raschheit des Verlaufs, nicht durch die Qualitét der 
Kndprodukte 

LL. Langstein?) bemerkt: «1°%/oige Schwefelsiiure ver- 
mag, bei einer Temperatur von 37°, feingepulvertes, bei 100° 
getrocknetes kristallisiertes Eieralbumin auch in Monaten nicht 
zu losen». Dieser Autor teilt weiter mit: «Herr Neuberg er- 
laubt mir, mitzuteilen, da’ durch einjahrige Kinwirkung von 
1°/oiger Schwefelsiiure auf Gelatine nach seiner Erfahrung auch 
nicht Spuren von Aminosiiuren in Losung gehen. 

Da die in der Literatur vorhandenen  experimentellen 
Befunde tiber die Wirkune verdiinnter SalzsaurelOsungen auf 
verschiedene Kiweibkorper ungeniigend sind und da eine voll- 
kommene Kenntnis der Einwirkungen genannter Sidure eine 
niihere, detailliertere Klarlegung der proteolytischen Wirkungen 
des Pepsins ermodglichen kann, so habe ich einige vorliulige 
Versuche der Spaltung einiger Eiweibkorper vermittelst einer 
O.5°%oigen Salzsiiurel6sung angestellt, d. h. einer Losung der- 
jenigen Konzentration, welche allgemein bei Versuchen kiinst- 
licher mehr oder weniger protrahierter peplischer Verdauung 
der EiweiBkorper angewandt wird. Ich begann meine Ver- 
suche und zwar mit Gelatine bereits im Jahre 1901.) Dieser 
Versuch mit Gelatine diente mir als Parallelversuch fiir den- 
jenigen der Gelatineverdauung vermittelst natiirlichen Magen- 


') Fr. Goldschmidt, Uber die Kinwirkung von Siiuren auf Fiweib- 
stoffe, Inaug.-Diss. 1898. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 208—209. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. XL. H. 1 u. 2. 8. 165. 
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saftes vom Hunde, wie er nach dem Verfahren von J. Pawlow 
gewonnen wird. Ich fiihre hier die Hauptresultate dieses 
Gelatineverdauungsversuches an. 


Versuch I. 


Peptische Verdauung der Gelatine. 


, 


Ungefahr 400 g kaéuflicher Gelatine wurden mit 4 | 
0.5°%/oiger Salzsiiureldsung, YOO eem Magensaft des Hundes und 
einem Uberschu8 von Chloroform vermischt. Das Gemisech 
blieb ca. 24 Stunden im Thermostaten bet einer ‘Temperatur 
von ca. 37°, worauf die vollkommen fliissige, bei der Abkiihlung 
nicht gelatinierende LOsung durch Papier filtriert wurde. Das 
schwach strohgelb gefiirbte Filtrat drehte die Polarisations- 
ebene auf — 7,95" (1 — 1dm). 51 dieses Filtrats wurden 
zur weiteren Verdauung aufgestellt: dieselbe wihrte 61 Tage, 
wobei dem Filtrat allmihlich frische Portionen  natiirlichen 
Magensaftes zugefiigt wurden, nach MaBbgabe einer” starken 
Abschwiaehung des VerdauungsvermoOgens des Gemisches oder 
eines vollkommenen Schwundes desselben. Das Verdauungs- 
gemisch enthielt einen UberschuB von Chloroform. Von Zeit 
zu Zeit wurde das Gemisch im polarisierten Licht untersucht. 
lm allgemeinen waren 11,5 1 Saft mit einem Gehalt von ca. 
25 ¢ organischer Substanzen zugefigt worden. 

Die verdaute Losung erscheint hell von strohgelber Farbe, 
vollkommen durchsichtig, und gibt eine scharfe Reaktion mit 
Phioroglucinvanillin. Die filtrierte Losung 16.4 | (auf dem 
Filter bheb ein vollkommen unbedeutender amorpher Nieder- 
schlag nach) enthielt 49,593 ¢@ Stickstoff (Bestimmung nach 
Kjeldahl). 

In diesem Filtrat wurde auch die Menge des Monoamid- 
stickstoffs an drei emzelnen Proben bestimmt, und zwar 
folgendermaben. 100 cem des Filltrats wurden in einen ka- 
librierten Kolben von 500 cem eingebracht, darauf demselben 
250 — 300 ecem Wasser und 2 g 95°/oiger H,SO, in 20—-30 ccm 
Wasser gelést, zugefiigt, worauf das Gemisch mit einer ver- 
diunnten LOsung von Phosphorwolframsiiure (pro Analysi) ge- 
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fallt wurde, und zwar erfolgte das vorsichtige Hinzufiigen der 
Siiure nur so lange, bis in der Losung beim Stehen derselben 
eine Triibung resp. ein Niederschlag sich bildete, alsdann 
wurde der Kolben bis 500 cem mit Wasser gefiiilt. Der In- 
halt des Kolbens wurde darauf sorgfiiltig durchgeschiittelt und 
bei Zimmertemperatur ca. 24 Stunden im Kolben stehen ge- 
lassen, worauf er abermals durchgeschiittelt und filtriert wurde. 
Im Filtrat wurde der Stickstoff desgleichen nach Kjeldahl 
bestimmt. An einer Reihe kleiner Einzelproben wurden vor- 
liufig die ungefihren Volumenmengen der anzuwendenden 
Phosphorwolframsiure, die zu einer vollkommenen  Fallung 
der zu untersuchenden Proben erforderlich sind, festgestellt. 
Ungeachtet derartiger vorliiufiger Bestimmungen mufte die 
quantitative Fiillung dennoch im Verlauf von 12—24 Stunden 
gefiiirt werden. Die von dem = Niederschlag mit Phosphor- 
wolframsiiure erhaltenen Filtrate gaben nicht die = geringste 
Triibung, weder beim weitern Hinzufiigen der Phosphorwolfram- 
siiure allein, noch bei einem Zusatz dieser Saure mit HSO,; 
zugieich enthielten sie nun ganz unbedeutende, augenscheinlich 
unvermeidliche Mengen des genannten Reagens. 

Drei derartige Einzelbestimmungen ergaben, dab die ver- 
daute GelatinelOsung 17,43 ¢@ Monoamidstickstoff enthielt. 


|. Bestimmung 17.14 ¢ Monoamidstickstolff 
2. 17,76 
8. 17.38 


Bei der protrahierten peptischen Verdauung der Gelatine 
entstanden somit. stickstoffhaltige Zerfallsprodukte, die durch 
Phosphorwollramsiure nicht gefallt werden; die in ihnen ent- 
haltene Stickstoffmenge betriigt 35,.2°/o der gesamten Stick- 
stoffmenge. 

Die Entstehung derartiger Verdauungsprodukte der Ki- 
weifisubstanzen, und zwar von Leucinimid, bei der Einwirkung 
von natiirlichem Magensaft, und zwar des Hundes, auf dieselben, 
war zuerst von S. Salaskin?!) festgestellt worden. Viel spater 
verOffentlichte genannter Forscher zusammen mit K. Kowa- 


1, Diese Zeitschrift. Bd. XXNXIL S. 592—597. 
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lewsky seine weiteren Untersuchungen der Verdauungspro- 
dukte (vermittelst natiirlichen Magensaftes vom Hunde) des 
Pferdehiimoglobins.!) Die Arbeiten dieser Forscher waren (zum 
Teil) in dem chemischen Laboratorium des Instituts fiir ex- 
perimentelle Medizin in St. Petersburg ausgefiihrt worden; in 
demselben Laboratorium habe ich vom Oktober 1901 bis 
Januar 1902 meinen hier angefiinrten Versuch der Gelatine- 
verdauung ausgefiihrt. Es ist mir eine angenehme Pflicht. dem 
Vorstand des genannten Laboratoriums Frau Dr. N. O. Sieber 
hier meinen tiefgefiihlten Dank auszusprechen: dank der Liebens- 
wurdigkeit derselben verfiigte ich tiber eine grobe Menge natiir- 
lichen Magensaftes vom Hunde ftir meine Versuche. 

Zwecks weiterer Untersuchung der Verdauungsprodukte 
der Gelatine wurden 14 | der fillrierten verdauten Lésung durch 
Phosphorwolframsiiure gefallt. Der von dieser Menge erhaltene 
Niederschlag war zweimal sorgfaltig ausgewaschen worden und 
durch Baryumoxydhydrat bei Zimmertemperatur zerlegt. 

Das Auswaschen des Niederschlags wurde mit Wasser 
ausgefiihrt, welches durch Schwefelsiiure angesiuert worden 
war und welchem so lange Phosphorwolframsiiure zugesetzt 
wurde, bis das erhaltene Filtrat auf dieses Reagens nicht weiter 
reagierle. Das Auswaschen erfolgte dermaben, dali der Nieder- 
schlag zusammen mil dem Filter sorefiltig in einem Morser 
mit 31 angesiiuerten Wassers verrieben wurde, woraul dem 
Gemisch die erforderliche Menge von Phosphorwolframsiure 
zugesetzt, alsdann die Masse vermischt und vermittelst der 
Saugepumpe filtriert’ wurde. Das 1. Filtrat von dem Nieder- 
schlag mit Phosphorwolframsiiure wurde mit den Auswaschungs- 
fillraten vereinigt und die erhaltene Losung von der Phosphor- 
wolframsiure (unbedeutende Mengen) und der Salzsiiure befreit. 

Auf diese Weise wurden aus 14 1 148.2 ¢ Produkte ba- 
sischen Charakters und 69,3 ¢ Produkte, welche durch Phosphor- 
wolframsiure nicht gefiillt werden, erhalten. Die Menge der 
letzten Verdauungsprodukte betriaigt 31,8°/o der allgemeinen 
Menge der in der LOsung vorhandenen organischen Substanzen. 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. NXXVIL, S. 567. 
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Die Losung der Verdauungsprodukte basischen Charakters. 
auf 2 | eingeengt, reagierte stark alkalisch und gab die typische 
Biuretreaktion. 

Die Losung der Verdauungsprodukte, welche durch Phos- 
phorwolframsiiure nicht gefallt werden, erscheint, bei einer 
Temperatur von 50—d5° auf 1000 cem eingeengt, schwach 
strohgelb gefarbt, reagiert recht scharf sauer auf blaues Lack- 
muspapier und gibt eine sehr schwache biuretreaktiom. Bei 
weiterer Einengung dieser LOsung und zwar auf 800—350 ccm, 
entstand in ihr wiithrend des Stehens bei Zimmertemperatur 
ein reichlicher kristallinischer Niederschlag. Bei einer mikro- 
skopischen Untersuchung waren hauptsachlich Leucinkugeln 
sichtbar. Kine vorliufige Untersuchung dieser Produkte nach 
KE. Fischer’) auf einzelnen Proben, welche en. 10 ¢ trockene 
organische Substanzen enthielten, ergab, dab dieselben bei einer 
wiederholten Bearbeitung mit gasfOrmiger Salzsiiure in’ An- 
wesenheit von Athylalkohol Substanzen gibt, die in Ather lislich 
sind und, unter vermindertem Druck (20—30 mm) bel elmer 
Temperatur von 45—-160° destilliert, ein Destillat von schwach 
strohgelber Farbe geben, welches leicht in Wasser loslich ist 
und, auf einem kochenden Wasserbade mit Wasser eingedampft, 
vollkommen auskristallisiert. 

Die Gelatineldsune wurde wiihrend der Verdauung mehr- 


fach im polarisierten Licht untersucht. Anfanglich (5 1) drehte 
| £ 


sie, wie bereits oben erwiihnt, die Polarisationsebene um — 7? 57' 
(| = 1 dm): zum Schluf8 der Verdauung (16,5 1) um 1° 43‘ 
(| | dm). Wenn die Drehung durch den hinzugefiigten 
Magensaft (der nach mehreren Einzelversuchen eine Drehung 
von 0° 440° 7 bet | = 1 dm bewirkte) nicht beriicksichtigt 


wird, so kann nattirlich nur anniiherungswelse angenommen 
werden, dab der wiihrend der Verdauung erfolgte Drehunys- 
verlust ca. 30°/5 der anfainglichen Drehung betriigt. 

Dieser Versuch einer protahierten Verdauung von Gelatine 
vermittelst des natiirlichen Magensaftes vom Hunde zeigt damit, 
dafi 1. bei einer derartigen Verdauung die Spaltung der Gela- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 150—176. 
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tine recht intensiv vor sich geht und 2. bei einer derartigen 
Verdauung sich auskristallisierende, stickstoffhaltige Produkte, 
welche durch Phosphorwolframsiiure nicht gefillt werden 
Monoamidoséuren —, entstehen. 

Hinsichtlich der Entstehung der Monoamidosiiuren unter- 
scheidet sich somit wenigstens in den Hauptziigen die Selbst- 
verdauung des Magens, die bei Anwesenheit von Salzsiiure 
erfolet,!) nicht von der Verdauung der Gelatine vermittelst des 
natiirlichen Magensaftes, wie sich aueh augenscheinlich nach 
den Versuchen von 5S. Salaskin und kK. Kowalewsk y?) 
beziiglich der Verdauung des Plerdehimoglobins keine Unter- 
schiede darbieten. 


Versuch HU. 


Spaltung der Gelatine vermittelst 0.5°/oiger 


Salzsiiure. 


Als Parallele zum obenangefiihrten Versuch der peptischen 
Verdauuny der Gelatine stellte ich zwei Versuche einer Spaltung 


der Gelatine vermiltelst 0,5°/oiger Salzsiiure an. Zu eimem 


Versuch — Versuch Ii A — wurde dieselbe Gelatine wie 
zu der peptischen Verdauung benutzt: zu dem andern Ver- 
such Il B — gebrauchte ich Gelatine derselben Sorte, jedoch 


aus einem andern Paket. 
Zu dem Versuch Il A wurde eine ca. 5°/oige Gelatine- 
losung genommen, welche nach einem 24stiindigen Aufenthalt 


im Thermostoten bet 37——38° eine Drehung von yD” 8S bei 
| = 1 dm bewirkte: zum Versuch If B war eine ca. 3,7 °/oige 


Gelatineldsung genommen worden, welche nach 24stindigem 
Aufenthalt im Thermostaten ber 37—38° eine Drehung von 
—4.2 bei | = 1 dm hervorrief. Die Losungen enthielten 
0,5°/o HCl und einen Uberschu8 von Chloroform. Die Liésung 
im Versuch If A drehte am Ende des Versuchs nach einem 
Aufenthalt von 63 Tagen im Thermostaten (vom 7. 9. 1901 


‘) D. Lawrow, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 312, 1901: Diese 
Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 513—-523. 
) I. c.. 1903. 
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bis zum 9, 11. 1901) die Polarisationsebene um — 4,45° (l=1 dm): 
sie offenbarte somit einen Drehungsverlust von 23,3°/o der 
urspriinglichen Drehung. 

Die Loésung des Versuchs Il B, welche 59 Tage {vom 
19. 11. 1901-—17. 1. 1902) gestanden hatte, wies zum Ende des 
Versuchs eine Drehung von —5,25° auf; ihr Drehungsverlust 
hetrug somit ca. 22,6°/o der urspriingiichen Drehung. 

Die Gelatine erleidet somit unter den gegebenen Bedin- 


welche sich in der allméhlichen Abnahme des Drehungsver- 


ungen, wie es diese zwei Versuche dartun, eine Spaltung, 


mogens ihrer Losungen offenbart. Diese Spaltung erfolet recht 
intensiv, wenn die betriichtliche Grobenabnahme des optischen 
Drehunesvermogens threr Losungen im Vergleich mit derselben 
Abnahme ihrer. vermittelst des natiirlichen Magensuaftes im 
Versuch | verdauten, Loésungen beriieksichtigt wird. 

Wie im Beginn der Versuche Il A und Hf B, so wurden 
auch withrend derselben die Lésungen der Versuche nach Mett 
auf ihre Verdauungsfiihigkeit, ebenso wie es weiter unten beim 
Versuch TL angefiihrt ist, gepriift, wobei sich ergab, daf die 
Losungen bei der Priifung mit koaguliertem Hithnereiweif kein 
peptisch-proteolylisches Vermogen aufwiesen. Eine der Losungen 
und zwar des Versuchs Il A war fernerhin auf den quanti- 
tativen Gehalt’ von Stickstoffprodukten, die von Phosphorwolf- 
ramsiiure nicht gefillt werden, untersucht worden.  Damals 
hatte ich zu dem Zweck nur eine Bestimmung vorgenommen 
und zwar eine Fiillung der Losung durch Phosphorwolfram- 
siiure in Anwesenheit von 0.5 °/oiger Salzsiiure bet einer 5 fachen 
Verdiinnune der Losung, wober die Phosphorwolframsiure vor- 
sichtig so lange zugefiigt wurde, bis ein Niederschiag oder eine 
Tribune entstand. Es erwies sich hierbei, daB die betreffenden 
Spaltungsprodukte der Gelatine, welche durch Phosphorwolfram- 
siiure nicht gefiillt werden, Stickstoff enthalten und zwar betrug 
die Menge desselben 15,5°/o der gesamten in der untersuchten 
Losung vorhandenen Stickstoffmenge. 

Es muf berticksichtigi werden, daB in der Losung des 
Versuchs IH} A die Menge des Monoamidostickstofis auch nach 
elniem blo} 24stiindigem Aufenthalt im Thermostaten bestimmt 


























~- 


, ' . r — Ree 
Zur Kenntnis des Chemismus der Verdauung der Eiweifkérper. Il. 400 


wurde, wobei die Menge desselben gleich 1,8—2.4°/o der all- 
gemeinen Stickstoffmenge gefunden wurde. 

Auf Grund der angefiihrien Befunde ist somit der SchluB 
zu ziehen, dab O,5°%/oige Salzsiiure Gelatine bei einer mehr 
oder weniger langandauernden Einwirkung auf dieselbe bei 
einer Temperatur von 37—3s8° (in Anwesenheit eines Uber- 
schusses von Chloroform) spaltet unter Bildung von stickstoff- 
haltigen Produkten, welche durch Phosphorwolframsiiure nicht 
gefillll werden. Es ist sehr wahrscheinlich, daB diese Produkte 
Monoamidosiiuren sind. 

Diese Versuche erweisen somit, wie gros die Bedeutung 
der Q,5°%/oigen Salzsiure bei einer mehr oder weniger lJang- 
andauernden peptischen Verdauung der Celatine ist. 


Versuch IL. 
Zersetzung des Himoglobins durch 0,5°%/oige Salzsiiure. 


Ca. 200 ¢ zweimal umkristallisiertes Pferdehiimoglobin 


wurden mit 0,5°/oiger Salzsiure bei 385—38° in Anwesenheit 


von Chloroform teilweise 98 Tage Losung A —-, teilweise 
161 Tage — Losung B echalten. 


Beide Losungen wurden auf thren Pepsingehalt nach dem 
Verfahren von Mett gepriift, wobei es sich herausstellte, dab 
kleine Eiweifzyiinder im Verlaufe von 7—9 Tagen unverindert 
blieben: im Verlauf von 14—19 Tagen wurden sie mehr oder 
weniger durchsichtig, lOsten sich jedoch nicht auf. 


Losung A. 


Nach Verlauf von 98 ‘Tagen wurde das Gemisch durch 
ein Papierfilter filtriert; der auf dem Filter zuriickgebliebene 
recht klebrige Niederschlag wurde in warmem Wasser ausge- 
waschen. Die Filtrate wurden zusammengegossen und die 
erhaltene Lésung bei 50—55° etwas eingeengt, so da’ er auf 
je 100 ecm 0,171 g Stickstoff enthielt. In dieser Lésung wurde 
die Menge des Monoamidostickstoffs durch Fiillung der Losung 
mit Phosphorwolframsiiure in Anwesenheit von 0,5°/oiger Salz- 


siiure bestimmt. Eine Bestimmung wurde bei einer Verdiinnung 
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der Losung auf 5/4 des Volumens ausgefiihrt — die Menge des 
Monoamidstickstoffs wurde gleich 18,8°/o des gesamten Stick- 
stolfs gefunden. Eine zweite Bestimmung machte ich bei einer 
2! »fachen Verdiinnung der L6sung — die Menge des Monoamid- 
stickstolfs betrug 22,9°%/o der allgemeinen Stickstoffmenge. 

Das Pferdehiimoglobin wird somit bei einer mehr oder 
weniger andauernden Einwirkung von 0,5°/oiger Salzsiure unter 
Bildung von stickstoffhaltigen Produkten, welche durch Phosphor- 
wolframsiiure nicht gefallt werden, gespaiten. 

Die zu untersuchende Losung wurde durch Phosphor- 
wolframsiiure in Anwesenheit von 0,5°/oiger Salzsiure gefillt ; 
ich erhielt’ eine Losung von basischen Zersetzungsprodukten 
— Losung M und eine Lésung von Spaltungsprodukten 
des Hiimoglobins, welche durch Phosphorwolframsiure — nicht 
gefillt werden — Lésung N. 

Mit den Loésungen M und N wurde der folgende vor- 
laufige Versuch angestellt: Die LOsung N wurde bis zu einem 
Stickstoffgehalt von O.18°/o konzentriert (0,18 g auf 100 cem 
Losung): zu 10 com einer derartigen angesiuerten Lésung 
fligte ich solange Phosphorwolframsiiure hinzu, bis ein Nieder- 
schlag resp. eine Triibung entstand, worauf ich dem Gemisch 
bis zu 50 com Wasser hinzufiigte. Das 0,5%/o Salzsa&ure ent- 
haltende Gemenge wurde vorsichtig und sorefiiltig vermischt 
und In einem diinnen graduierten Zylinder bei Zimmertemperatur 


, 
{ , 


im Verlauf von 2% Stunden gehalten; der Niederschlag nahm 
ea. O.25—0.5 cem ein. Bei der gleichen Priifung der L6sung M, 
welche in 10 cem die gleiche Stickstoffmenge (= 0,018 g) 
enthielt, wurde ca. 11,5 —12 cem Niedersehlag erhalten. 

Die Losung N gab in der angegebenen Konzentration 
(O,18%/0 Stickstoff) eine sehr schwache Biuretreaktion; dieselbe 
Reaktion war bei Losung M (0,18°/o Stickstoff) eine recht 
betrachtliche. 

Die 2—2'/efach eingeengte LGsung N gab mit Schwefel- 
sdure bis 0,5°/o angesiiuert auf Phosphorwolframsiiure nur in 
dem Falle eine Reaktion, wenn !etztere im UberschuB8 zugefiigt 
wurde, wobei cine schwache Triibung entstand, welche beim 
Stehen in emen feinen, sich sehr langsam zu Boden setzenden 
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Niederschlag iiberging. Bet der Spaltung dieses Niederschlags 
mit Atzbaryt wurde eine Losung erhalten, welche in bezug 
auf die Biuretreaktion und die Fiillbarkeit durch Phosphor- 
wolframsiiure die Eigenschaften der urspriinglichen Loésung 
aufwies. 

Die LOsung N kristallisierte, bis zur Sirupkonsistenz ein- 
gedickt, beim Aufenthalt bei Zimmertemperatur im Verlauf von 
7 Tagen nicht aus. Darauf wurde dieselbe mit Wasser ver- 
diinnt, awf 50—)55° erwiirmt und derselben frisch gefiilltes 
Kupferoxydhydrat solange zugefiigt, bis es sich léste. Von 
dem unbedeutenden UberschuB von Cu OH), abfiltriert, erschien 
die Lésung intensiv dunke!lblau gefiirbt: dieselbe wurde bel 
410-—H0° eingeengt, filtriert (auf dem Filter bheb ein unbe- 
deutender amorpher Niederschlag) und darauf im = Vacuum- 
exsikkator bis zur Konsistenz eines fliissigen Sirups konzentriert. 
Wiithrend des Stehens bei Zimmertemperatur im Verlaufe von 
10 ‘Tagen gab diese LOsung keinen kristallinisehen Niederschlag. 
Alsdann wurde sie vom Kupfer befreit und nach EK. Fischer?) 
behandelt. 

Die durch Ather extrahierten Esterifikationsprodukte wurden 
einer fraktionierten Destiflation bet vermindertem Druck unter- 
worfen, wobei nur ein geringer Teil derselben ins Destillat 
liberging. Es ist modglich, dab der Miberfolg der Destillation 
von dem Umstand abhiingt, dafi ich nicht tiber einen geniigend 
niedrigen Druck verfiigte (die Destillation erfolgte bei einem 
Druck von 60—70 mm). Das Destillat (45-—160°) war stroh- 
gelb gefiirbt: wiihrend des Stehens im Verlauf von 7-——10 Tagen 
in feuchter Luft kristallisierte dasselbe unter Ausscheidung 
nadelformiger Kristalle aus. 

Der vorliiufige Versuch also, aus den Zerfallsprodukten 
des Hiimoglobins resp. Gilobins irgend eine Amidosiiure zu 
isclieren, hat somit zu keinem positiven Resultat gefiihrt. 

Losung M. ist sehwach strohgelb gefarbt, reagiert auf 
rotes Lackmuspapier stark alkalisch. Die LOsung enthalt ca. 50 g 
organischer Substanzen; sie wurde auf 1,5 | eingeengt und 


] 


mit AgNO, + Ba(OH), nach dem Verfahren von A. Kossel 
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und F. Kutsecher!) gefillt, wobei eine Histidin- und eine 
Argininfraktion erhalten wurde. Das Filtrat von Silberarginin 
wurde yom Silber und Baryum_ befreit und durch Phosphor- 
wolframsiiure gefiillt: der erhallene Niederschlag wurde aus- 
cewaschen und in gewohnlither Weise zerlegt: die resultierte 
Losung war eingedickt und nach A. Kossel?) durch eine 
alkoholische PikrinsiiurelOsung gefallt worden -— Lysinfraktion. 
Jede dieser Fraktionen wurde genau auf die entsprechenden 
Hexonbasen untersucht; trotz mehrfacher Versuche gelang es 
sedoch nicht, die Basen in der einen oder anderen Verbindung 
zu gewinnen: so erhielt ich z. B. bet der Benzoylierung der 
genannten Frakuionen nur ein amorphes Benzoylprodukt, welches 
sich in heifem Ather und Petroleumiither nicht léste und in 
kochendem Wasser nur wenlg loslich war. Nur aus der Lysin- 
fraktion konnte ich einen kristallinischen, organischen Nieder- 
schlag erhalten. Zu dem Zweck wurde das obenerwiihnte 
Pikrat dieser Fraktion, welehes trotz einer Reinigung ver- 
mittelst zweifacher Fiillung desselben aus heifben wiisserigen 
Losungen nicht auskristallisierte, durch Salzsaure zerlegt, die 
erhaltene Losung nach Entfernung der Pikrinsiiure im Vacuum- 
exsikkator elngedickt, vorsichtig mit starker Salzsaure ver- 
mischt, weiter konzentriert und mit einer sehr geringen Menge 
von absolutem Alkohol vermischt. (Ein weiteres, selbst vor- 
sichtiges Hinzufiigen von Alkohol rief einen nicht kristallinischen 
Niederschlag hervor.) Der Niederschlag war zuniichs: mikro- 
kristallinisch und ging nachher in einen makrokristallinischen 
liber — unter Bildung von vierseitigen, mehr oder weniger 
flachen, 2—35 mm langen Nadeln mit abgestumpften Enden. 
Leider war die Menge des Niederschlags so gering, dab es 
mir nicht gelang, denselben, wenn auch nur zwecks Bestimmung 
seines Schmelzpunktes, in geniigend reinem Zustande darzu- 
stellen. Es mul bemerkt werden, dafii die LOsungen der Nieder- 
schliige der angegebenen drei Fraktionen eine typische Biuret- 
reaktion mittleren Grades ergaben: diese Reaktion behielten 
sie auch bel, ungeachtet dessen, daB die Niederschliige ver- 
1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, $. 165-214. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXV. S. 165—189. 
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schiedenen Reinigungsprozeduren unterworfen wurden; so war 
die Histidin- und Argininfraktion mehrfach in Gestalt ihrer 
Silberverbindungen gefallt worden. 

Mit der LOGsung M war noch folgende Probe vorgenommen 
worden. Ein Teil dieser Loésung, welcher 19,87 g organischer 
Substanzen enthielt, wurde nach dem Verfahren von W. Kiihne 
mit Ammoniumsulfat gefillt. Der erhaltene Niederschlag wurde 
mit einer heiBben, fast kochenden gesiittigten LOsung des ge- 
nannten Salzes ausgewaschen. Das erste Filtrat  vermischte 
ich alsdann mit dem Auswaschungsiiltrat und befreite darauf 
das Gemisch vom schwefelsauren Ammonium teils durch Alkohol, 
teils durch Baryt. Die resultierende Losung von basischen 
Spaltungsprodukten des Haimoglobins resp. Globins, welche durch 
das erwéihnte Reagens nicht gefallt wurden und das Ampho- 
pepton von W. Kiihne (von Monoaminosiiuren frei) darstellte, 


) 
Gesamtgehaltes an basischen Spaltungsprodukten des Hiimo- 


enthielt 6,51 g organischer Substanzen — ca. 33,1°/o des 
globins resp. Globins, welche fiir die betreffende Fiallung ge- 
nommen worden waren. Das Vorhandensein derartiger basischer 
Spaltungsprodukte, welche durch schwefelsaures Ammonium 
nach W. Kiihne nicht gefallt werden, spricht desgleichen zu- 
gunsten des Umstandes, dafi die Spaltung des Hiimoglobins 
resp. Globins unter dem EinfluB einer langandauernden  Ein- 
wirkung von 0,5°/oiger Salzséure eine recht intensive ist und 
dafi die Salzsiiure in der angegebenen Konzentration eine grobe 
Bedeutung bei der Entstehung des sog. Amphopeptons von 
W. Kiihne bei einer langandauernden peptischen Verdauung 
des Hiimoglobins resp. Globins zukommt. 

Losung B (s. S. 455) wurde 161 Tage lang bei einer 
Temperatur von 35 —38° im Thermostaten gehalten, darauf 
filtriert, der klebrige, geringe Niederschlag mit heiBem Wasser 
ausgewaschen, Filtrate und Waschwasser vereinigt und bei 
5O—55° etwas eingeengt. In der erhaltenen LOsung bestimmte 
ich die Menge des Monoamidstickstoffs, wobei die Fallung mit 
Phosphorwolframsdure in Anwesenheit von 0,5°/oiger Salzséiure 
und bei verschiedener Verdiinnung der LOsung und zwar auf 
das 5Dfache — 1. Bestimmung —, auf das 71/2fache — 2. Be- 
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stimmung — und auf das 10fache — 3. Bestimmung — vor- 
genommen wurde. 

Die Losung, welche gefallt werden sollte, enthielt in je 
100 com 0,171 g N,* Monoamidstickstoff wurde, auf die Ge- 
samtstickstoffmenge berechnet, 


in der 1. Bestimmung — ca. 30 °/o 
7 > Aa » o2,4 UR) 
, 3. » 36,3 °/o gefunden. 


Bei der ersten und zweiten Bestimmung waren 100 ccm 
der Losung, bei der dritten 50 cem genommen worden. 

Auch dieser Versuch mit der Lésung B weist darauf hin, 
dafB das Pferdehamoglobin resp. das Globin bei einer andauernden 
Einwirkung von 0,5°%/oiger Salzsaure bei einer Temperatur von 
35 


Uberschusses von Chloroform) eine Spaltung erleidet, unter 





38° und ber AusschluB- von Fiiulnis (Anwesenheit eines 


sildung von stickstoffhaltigen Zersetzungsprodukten, welche 
durch Phosphorwolframsiiure nicht gefallt werden. 

Der Versuch mit Pferdehiimoglobin zeigt somit, dab 1. der 
Salzsiiure eine betrichtliche Bedeutung bei einer mehr oder 
weniger andauernden peptischen Verdauung dieses Eiweibes 
zukommt und dab 2. sie an und fiir sich bei einer derartigen 
Verdauung dazu fiihrt, dafi aus dem Hiimoglobin resp. Globin 
das sog. Amphopepton von W. Kiihne (oder wenigstens einige 
seiner basischen Bestandteile) und daneben stickstoffhaltige Spal- 
tungsprodukte, welche durch Phosphorwolframsaure nicht gefullt 
werden, (sehr wahrscheinlich Monoamidosauren) gebildet werden. 


Versuch LV. 


Ca. 2 kg frischer Schweinemagen waren sorgfaltig mit 
Wasser ausgewaschen, fein zersehnitten, mit 9 | 0,5 °%/oiger 
Salzsiture und 25 ccm Chloroform ca. 72 Stunden bei 35—38 ° C. 
gehallen worden, worauf das Gemisch durch ein Papierfilter 
filtriert wurde. Dem Filtrat entnahm ich zwei Portionen zu 
je 4 1 — LOsung I und II. 

Diese Lésungen enthielten in 100 cem 0,61 ¢ Stickstoff; 
die Menge des Monoamidostickstoffs betrug 11,1°/o der Gesamt- 
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stickstoffmenge. Die Fiallung durch Phosphorwolframséure bei 
der Bestimmung des Monoamidstickstolfs erfolgte bei einer Ver- 
diinnung der Losung auf das 5fache und in Anwesenheit von 
0,5°%/oiger Salzsdure. 

Losung Il wurde auf 60° erwarmt und blieb bei ungefahr 
derselben Temperatur eine Stunde lang stehen, worauf sie rasch 
abgekiihlt wurde. Bei der Priifung nach Mett erwies es sich, 
dab 10 cem dieser LOsung einen kleinen Eiweifizylinder im 
Verlaufe von 7 Tagen nicht veranderten; nach 9—10 Tagen 
wurde der Zylinder allméihlich durchsichtig und blieb dermaben 
im Verlauf von 9—10 Tagen, worauf eine allmihliche, im 
Verlauf von Wochen vor sich gehende Lésung desselben erfolgte. 
Offenbar hat die Loésung If nach der erwithnten Behandlung 
ihr Verdauungsvermogen verloren. 

Beide Losungen wurden im Thermostaten 104 Tage lang 
bei einer Temperatur von 35—38° gehalten, wobei das Ver- 
dauungsvermogen von Losung | von 4,5—5 mm (nach Mett) 
auf 1,.0—1,5 mm sank. 

Die Losung If wurde im Verlauf des Versuchs auf ihr 
Verdauungsvermogen nach Mett, sowie auf Fibrin (in heibem 
Wasser von 60—70° ausgewaschen) mit negativem Resultat 
gepriift. 

Nach Verlauf von 104 Tagen wurden beide Loésungen 
filtriert (auf dem Filter blieb ein unbedeutender amorpher Nieder- 
schlag), in denselben wurde die Menge des Gesamtstickstoffs 
sowle die des Monoamidstickstoffs bestimmt. 

Losung lL Die Fallung mit Phosphorwolframsaure_ er- 
folgte nach Verdiinnung der LOsung auf das 2- und 5fache in 
Anwesenheit von 0,5°/oiger Salzséiure. 

Bei einer Verdiinnung auf das 2fache waren ca. 36 °/o 
Monoamidstickstoff, auf die Gesamtstickstoffmenge berechnet, 
gefunden worden. 

Bei einer Verditnnung auf das dfache ca. 39°/o. 

Losung II. Die Bestimmung des Stickstoffs war bei einer 
Verdiinnung auf das 2 fache vorgenommen worden; Monoamino- 
stickstoff wurde in einer Menge von 23,3°/o, auf die Gesamt- 
stickstoffmenge berechnet, gefunden. 


3U* 
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Bei der Selbstverdauung der Lésung I fand somit in den 
letzten 104 Tagen eine Vermehrung des Monoamidostickstoffs 
um ca. 24,1°/o statt, in der Loésung II um 12,2 °%/o. 

Auch bei einer andauernden Selbstverdauung des Magens in 
Anwesenheit von 0.5°/oiger Salzsiure kommt somit der letzteren 
eine groBe Bedeutung zu, indem die in diesem Organe ent- 
haltenen EiweiBkorper tiefer gespalten wurden. Die LOsungen 
I und Il wurden mit Phosphorwolframsaure gefallt. Die LOsung 
der durch dieses Reagens nicht fillbaren Produkte gibt nach 
Entfernung der Salzsiure und der Phosphorwolframsiiure beim 
Eindampfen bis zur Konsistenz eines fliissigen Sirups nach einiger 
Zeit einen kristallinischen Brei. Unter dem Mikroskop waren 
in beiden LoOsungen eine Menge Leucinkugeln und Tyrosin- 
biindel sichtbar. 

In betreff der Anwesenheit von Tyrosin unter den Mono- 
amidosiiuren, welche bei der gegebenen Selbstverdauung des 
Magens entstehen, ist zu bemerken, dai diese Amidosauren 
offenbar bei einer sehr Jangandauernden und intensiven Selbst- 
verdauung des Magens weiter umgewandelt werden: bei Ver- 
suchen mit einer iihnlichen sehr langandauernden und gleich- 
zeitig sehr intensiven Selbstverdauung des Schweinemagens 
habe ich unter den Monoamidosiiuren, welche bei dieser Ver- 
dauung gebildet wurden, kein Tyrosin feststellen') konnen, 
obgleich die Anwesenheit dieser Substanz doch so leicht er- 
kannt wird. 

Auf Grund der hier angefiihrten Versuche mu somit 
angenommen werden : 

1. dai der Salzsiiure bei einer langandauernden peptischen 
Verdauung derjenigen EiweiSkérper, welche bei meinen Ver- 
suchen in Betracht kamen, sowie bei der Selbstverdauung des 
Magens eine grobe Bedeutung zukommt. 

2. dab unter dem EinfluB von 0,5°/oiger Salzséure die 
Spaltung der EiweifkOrper, welche zu meinen Versuchen _be- 
nutzt wurden, bei einer Temperatur von 35—38° so intensiv 
vor sich geht, das sich Amphopepton von W. Kiihne (wenigstens 
einige seiner basischen bBestandteile) und _ stickstoffhaltige 
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Spaltungsprodukte, welche durch Phosphorwolframsaure nicht 
gefiillt werden — hochst wahrscheinlich Monoamidosauren, bilden; 

3. daB in bezug auf die Entstehung der stickstoffhaltigen 
durch Phosphorwolframsiure nicht fallbaren Korper die Selbst- 
verdauung des Magens, in Anwesenheit von 0,5°/oiger Salz- 
siure, sich augenscheinlich nicht von der Verdauung anderer 
Kiweifkorper durch natirlichen Hundemagensalt unterscheidet : 
hier wie dort entstehen dieselben Produkte. 

Zur Zeit bin ich mit der genaueren chemischen Unter- 
suchung der unter dem EinfluB von 0,5°/oiger Salzsiure aus 
Gelatine und Pferdehiimoglobin entstehenden Zerfallsprodukte 
beschaftigt. Unter meiner Leitung erfolgt auberdem eine Unter- 
suchung der Zerfallsprodukte, die bei einer ihnlichen Behandlung 
des Caseins der Kuhmilch, der durch Erwérmung zur Ge- 
rinnung gebrachten Serumalbumine und -globuline und Albu- 
mosen entstehen. 








Die Identitat des Cholehamatins, Bilipurpurins und Phylloerythrins. 
Von 
L. Marchlewski. 


Mit einer Abbildung. 





(Vorgelegt der Akademie der Wissenschaften zu Krakau in der Sitzung 
vom 6, Dezember 1904.) 


Der Redaktion zugegangen am 21. Dezember 190+.) 


Vor einiger Zeit habe!) ieh die Isolierung eines schén 
kristallisierenden Farbstoffs aus den Exkrementen von Kiihen, 
die nur mit frischem Grase gefiittert wurden, beschrieben. Der- 
selbe erhielt) den Namen Phylloerythrin und wurde als Um- 
wandlungsprodukt des Chlorophylls im tierischen Organismus 
aufgefabt. Bald darauf?) berichtete ich ber die Resultate eines ver- 
gleichenden Studiums des Phylloerythrins mit dem von Gamgee 
und Mac-Munn niiher studierten Cholehamatin, welches nach 
Gamgee mit meinem Phylloerythrin identisch sein koénnte. 
Die damals erhaltenen Resultate sprachen zugunsten der 
Gamgeeschen Vermutung, konnten aber nicht als absolut be- 
weisend gelten. Die Zeit der absoluten Beweisfiihrung fiir obige 
Annahme schien mir sehr entfernt zu sein, da die Menge des 
in den Rindergallen enthaltenen Cholehiimatins sehr gering ist 
und es daher fiir mich vorderhand ausgeschlossen erschien, 
kristallisiertes Cholehiimatin besitzen zu konnen.  Glicklicher- 
weise ist nun aber die Isolierung dieses Farbstoffs aus der 
\indergalle in einem anderen Laboratorium gelungen. Loebisch 
und Fischler*) beschrieben unter dem Namen Bilipurpurin 
einen Farbstoff, der nach meinen Untersuchungen zweifellos 
identisch mit Phylloerythrin ist. Andererseits kann es keinem 
Zweilel unterliegen, daf derselbe nichts anderes als rein iso- 

~1) Bull. intern. de Acad. des Sciences de Cracovie, 19038, 638. 
7) Bull. intern. de l'Acad. des Sciences de Cracovie, 1904, 276. 
Sitzungsber. der kaiser]. Akad. der Wissenschaften in When, 
Rd. CXIL S. 159 (1903). 
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liertes Cholehimatin von Mac-Munn ist. dafiir spricht die 
Darstellungsweise, der Fundort und schlieBlich die spektro- 
skopischen Eigenschaften. 

Loebisch und Fischler beschrieben die Darstellungs- 
methode des Bilipurpurins in folgender Weise. Frische Rinder- 
galle — es wurden 100 1 verarbeitet! — wurde auf dem 
Wasserbade bis zum dicken Sirup eingedampft, der Riickstand 
mit Alkohol zu einem Brei angeriihrt und in kleinen Portionen 
in Alkohol eingetragen. Nach 8 bis 12stiindigem Stehen wurde 
die klare Fliissigkeit dekantiert und der Riickstand mit Alkohol 
gewaschen. Die vereinigten alkoholischen Ausziige wurden 
vom Alkohol durch Destillation befreit und die letzten Reste 
des Alkohols auf dem Wasserbade verjagt. Der Riickstand 
wurde dann in Wasser gelost, mit verdiinnter Schwefelsiaure 
angesiiuert und mit Ather geschiitlelt, solange dieser noch Farb- 
stoff aufnahm. Der iatherische Auszug wurde iiber Calcium- 
chlorid vollstiindig getrocknet, abfiltriert und aus dem Filtrate der 
Ather vollstiindig abdestilliert. Der zuriickbleibende Riiekstand. 
eine braune hellglinzende Masse, wurde hierauf mit Ligroin, 
dann mit Alkohol erschép{t, wobei ein Farbstoff zuriickblieb, der 
durch Umkristallisieren aus heibem Chloroform in dunkelvioletten 
und meta!lisch glinzenden Schiippchen rein erhalten wurde. 

Mae-Munn}!) verfuhr in ganz analoger Weise. Ochsen- 
galle wird mit absolutem Alkohol behandelt, einige Tropfchen 
Essigsdure zugefiigt, die Fliissigkeit filtriert und mit Chloroform 
geschiittelt. Die Chloroformlésung, deren Farbe orange ist, 
wird abgetrennt, filtriert und zur Trockene verdamptt. Lost 
man diesen Chloroformextrakt in Ather, so erhiilt man eine 
griine LOsung; diese wird wieder zur Trockene verdampft, der 
Riickstand in Chloroform gel6st und in einem Scheidetrichter 
wiederholt mit Wasser gewaschen, das abgetrennte Chloroform 
filtriert und die Losung cingedampft. Selbstverstindlich kann man 
nach diesem Verfahren nicht zu reinem Cholehiimatin gelangen. 

Aus der grofen Ubereinstimmung beider Darstellungs- 
methoden kann man bereits schliefBen, dah Mac-Munn und 
Loebisech mit Fischler den gleichen Farbstoff unter den 


ty Journ. of Physiol., Bd. 6, S. 25. 
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Hiinden gehabt haben. Gegen einen solchen Schluf konnte 
allerdings der Umstand sprechen, dai die Beschreibung des 
spektroskopischen Verhaltens beider Substanzen nicht tiber- 
einstimmt, aber ich werde zeigen, dafi} tatsachlich die Spektra 
identisch sind. Auf meine Bitte war Herr Prof. Loebisch so 
freundlich, mir eine kleine, aber vollstandig hinreichende Menge 
des kristallisierten Bilipurpurins zur Verfiigung zu stellen. Ich 
mochte ihm auch an dieser Stelle fiir sein Zuvorkommen bestens 
danken und besonders hervorheben, daf es mir schwerlich ge- 
lungen sein wirde, die Cholehimatinfrage so schnell, ohne 
seine Hilfe zu erledigen. 

Was zuniichst die Kristallformen des Bilipurpurins und 
Phylloerythrins anbelangt, so sind dieselben absolut identisch. 
In dem mir von Herrn Loebisch gesandten Priiparat fand ich 
nicht nur die von diesem Forscher beschriebenen Khomben 
und Rhomboide, sondern auch die von mir beim Phylloerythrin 
beobachteten Rhomben mit abgestumpften Ecken.!) Anderer- 
seits fand ich in meinen neuesten Phylloerythrinpraparaten auBer 
den Rhomben auch Rhomboide. AuBerlich sind die Bilipurpurin- 
priparate von denjenigen des Phylloerythrins nicht zu unter- 
scheiden. Beide Farbstoffe stellen dunkle rotviolette kristallinische 
Massen dar. Die Léslichkeitsverhiltnisse beider Substanzen 
sind ebenfalls identisch. Am _ leichtesten lésen sich beide in 
siedendem Eisessig, etwas schwieriger in Chloroform, schwer in 
Alkohol, fast unléslich sind sie in Ather, Benzol und Schwefel- 
kohlenstoff. 

Das spektroskopische Verhalten beider Farbstoffe ist voll- 
kommen identisch. 

Die Losungen in Eisessig, deren Farbe kirschrot ist, er- 
zeugen im Spektrum 4 Absorptionsbinder, von denen das erste 
im Orange sehr schwach und schmal ist: die zwei folgenden 
sind ziemlich breit und dunkel und von gleicher Intensitit: 
diesen folet schlieBlich noch ein viertes helleres und weniger 
gut begrenztes Band. Die Lage dieser Binder versinnlicht die 
unten folgende Skizze, die ich meiner Abhandlung?) uber Phyllo- 

') Siehe diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 34 (1904), 

*) Bull. intern. de l’Acad. des Sciences de Cracovie, 1903, 638. 
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erythrin entnehme. Beide Lésungen erzeugen die genannten 
Bander in absolut derselben Lage. 

Die Lésungen in Chloroform verhalten sich ganz analog 
wie diejenigen in Eisessig; auch hier bemerkt man vier Binder. 
Das erste im Orange ist auch etwas stiirker als im vorigen 
Falle; die zwei folgenden Biinder sind ziemlich dunkel und 
unterscheiden sich untereinander durch verschiedene Intensitit ; 
das weniger gebrochene Band ist heller. ') 

Salzsiiure, zu den Eisessiglésungen von Bilipurpurin oder 
Phylloerythrin zugesetzt, verursacht in beiden Fallen absolut 
dieselben Veriinderungen. Die Loésungen werden blauviolett 
und im Spektrum erscheinen zwei sehr charakteristische Binder 
im Orange, aufer zwei anderen, deren Lage aus der beigelegten 
Skizze ersichtlich ist. 
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6. Schuncks Scatocyanin. 

In konzentrierter Schwefelsiure lésen sich beide Farbstoffe 
mit griiner Farbe; die Lésungen gaben wenig charakteristische 
Spektren, die aber ebenfalls voneinander nicht zu unter- 
scheiden sind. 

Gegen Metallsalze verhalten sich beide Farbstoffe ebenfalls 
identisch. Zinkacetat oder Kupferacetat erzeugen Salze, deren 
Spektren identisch sind (siehe Zeichnung). 


') Die Lésungen zeigen auch die Erscheinung des Dichroismus, 
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Besonders tiberzeugend ist endlich das Resultat der Unter- 
suchung der Absorptionen im Ultraviolett. Wie ich bereits friiher 
zeigte, verursachen éuerst verdiinnte Losungen des Phyllo- 
erythrins im Ultraviolett zwei Bander, von denen das eine, 
dunklere und breitere, vor der Kg-Linie zu legen kommt, das 
andere, schmiilere und schwiichere, unmittelbar hinter derselben. 
Cholehaimatin, das ich friiher nicht in ganz reinem Zustande 
untersuchte, verhielt sich analog, aber gewisse Unterschiede 
machten sich auch bemerkbar. Nicht so im Falle des Bili- 
purpurins. Hier erhielt ich vermittelst photographischer Auf- 
nahmen zwei Binder, die im allgemeinen Typus und Lage von 
den Phylloerythrinbandern nicht zu unterscheiden sind. Endlich 
haben Aufnahmen der Phylloerythrinbinder und bilipurpurin- 
biinder auf derselben Platte gezeigt, da man tatsachlich mit 
einer und derselben Substanz zu tun hat. 

Das Resultat dieser Untersuchung ist also folgendes: Das 
von mir aus den Faeces von mit frischem Grase gefiitterten 
Kiihen isolierte Phylloerythrin ist) identisch mit dem von 
Loebisch und Fischler aus Rindergalle isolierten bilipurpurin. 
Andererseits ist Bilipurpurin zweifelsohne identisch mit Chole- 
hiimatin, das zuerst von Mac-Munn niiher untersucht war, und 
von dem Gamegee zeigte, dab es in der Galle als Chromogen 
vorkommt, welches erst unter dem Einflusse des Luftsauerstofls 
in Cholehiimatin tibergeht. Loebiseh und Fischler haben 
das Verdienst, Cholehiimatin zum ersten Male in reinem Zu- 
stande isoliert zu haben. 

Was meine Annahme anbelangt, dab Phylloerythrin ein 
Umwandlungsprodukt des Chlorophylls ist, so halte ich dieselbe 
nach wie vor fiir sehr wahrscheinlich. Den exakten Beweis, 
der sich auf Fiitterungsversuchen  stiitzen mu, hoffe ich bald 
zu erbringen. 

In weleher Beziehung die von Dr. v. Linden?!) be- 
schriebenen Insektenfarbstoffe zum Phylloervthrin stehen, ware 
ebenfalls sehr interessant zu ermitteln. 

Krakau, im Dezember 1904. 


'y Arch. f. die ges. Physiologie, Bd. 98, 5. 1 (1903). 




















Uber die Herkunft der schwefelhaltigen Stoffwechselprodukte 
im tierischen Organismus. ') 


(II. Mitteilung.) 


Von 


J. Wohlgemuth. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Dezember 1904.) 


Die folgenden Untersuchungen erstrecken sich im wesent- 
lichen auf die Ermittlung der Herkunft der bereits bekannten gas- 





formigen schwefelhaltigen Stoffwechselprodukte, des Schwefel- 
wasserstoffs (H,S), des Methylmerkaptans (CH, - |SH)) 
und des Athylsulfids ({C,H,|,-S). Uber das Vorkommen der 
beiden erstgenannten Verbindungen im tierischen Organismus 
und tiber die Bedingungen, unter denen sie auch sonst extra 





corpus entstehen kénnen, existieren bereits zahlreiche Unter- 
suchungen. Vom Schwefelwasserstolf weib man, dah er ein 
konstanter Bestandteil der Darmgase ist, und das Methyl- 
merkaptan fanden Nencki und Sieber,?) nachdem zuerst 
KE. und H. Salkowski*) auf das Vorkommen einer fliichtigen 
organischen Schwefelverbindung bei der Eiweibfiiulnis  hin- 
gewiesen hatten, bei der Fiiulnis. spiter auch im Darminhalt. 
Die eingehendsten Ermittelungen tiber die Entstehung dieses 





Korpers verdanken wir indessen Rubner und seinen Schiilern. 
Rubner‘) konnte nachweisen. daB nach dem Genuf von 
Spargel, Rotkohl und Blumenkohl Methylmerkaptan im Harn 





') Vorgetragen auf der 75. Versammlung Deutscher Naturforscher 
und Arzte zu Cassel am 22. Sept. 1903. Vergl. Verhandlungen, S. 422 

®) Nencki u. Sieber, Monatshefte f. Chemie, Bd. X, 8. 526, 1889: 
X, 862, 1889. 

3) KE. u. H. Salkowski, Ber. der deutschen chem. Gesellschaft, 
Bd. XI, S. 651, und diese Zeitschrift, Bd. VIII, S. 4 

*) Rubner, Archiv f. Hygiene, Bd. XIX, 5S. 1 


’ 


24, 1884. 
36, 1893. 
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auftritt; sodann, dali Merkaptan entstehen kann aus allen még- 
lichen organischen Substanzen wie tierischen und _ pflanzlichen 
Nahrungsmitteln, wenn man sie mit Alkali zersetzt, und endlich 
bei den verschiedensten biologischen Prozessen. — Weit weniger 
unterrichtet ist man iiber die Entstehung von Athylsulfid. 
Man weib nur aus den Untersuchungen von Abel,!) daf diese 
fliichtige, stark nach Knoblauch riechende Verbindung aus dem 
Hundeharn beim Erhitzen mit Kalkmilch oder Atzkali sich ent- 
wickelt, Kine andere fliichtige, dem Athylsulfid sehr dhnlich 
riechende Substanz fand Drechsel?) bei der Zersetzung der 
Kiweibkorper mit Salzsaure. 

Uber die Muttersubstanz der genannten Korper ist so gut 
wie nichts bekannt; oder vielmehr, wie aus den obigen Dar- 
legungen hervorgeht, nur so viel, dah sie im tierischen Or- 
ganismus falls sie nicht in der Nahrung bereits priaformiert 
sind— vorwiegend bei der Darmfaulnis aus EiweiB sich entwickeln. 
Aus welchem Atomkomplex des EiweiBmolektls sie aber her- 
stammen, dariiber existieren bisher noch keine Untersuchungen. 

Nachdem nun friihere Versuche*) gezeigt haben, dafi das 
Cystin im wesentlichen als die Quelle der Sulfate, des 
nicht oxydierten Schwefels und der unterschwellig- 
sauren Salze im Harn, besonders aber als die Quelle 
des Taurins in der Galle*) anzusehen ist, schien es von 
Wichtigkeit, um in die noch dunkle Frage von der Herkunft 
der gasfOrmigen schwefelhaltigen Stoffwechselprodukte etwas 
Licht zu bringen, Faulnisversuche mit Cystin anzustellen, und 
da dieselben in. vivo nicht vorgenommen werden konnten, 
mufte man sich begniigen, sie in vitro nachzuahmen. 

Das fiir diese Versuche notwendige Cystin war wie das 
zur Fiitterung der Kaninchen verwandte aus Menschenhaaren 
nach Morners®) Methode durch Hydrolyse mit HCl gewonnen. 
4) Abel, Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 253, 1895. 

*) Drechsel, Zentralbl. f. Physiol., Bd. X, 8. 529, 1897. 

3) J. Wohlgemuth, Verhandlungen d. Gesellsch. Deutscher Naturt. 
u. Arzte 1903, 8. 423 und diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 81, 1903. 

*) Ich benutze die Gelegenheit, um einen Druckfehler in der I. Mit- 


terlung (l.c.) zu berichtigen: statt °/o ist tberall °/oo zu lesen. 


)K. A. MoOrner, Diese Zeitschrift, Bd. XXVIU, S. 595, 1899. 
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Um Wiederholungen zu vermeiden, soll zunachst ganz 
allgemein die Versuchsanordnung beschrieben werden: 

250 g Schabefleisch wurden in einem Kolben mit einer 
abgewogenen Menge Cystin und 500 ccm Wasser versetzt und 
so lange durcheinander geriihrt, bis sich ein homogener Bret 
gebildet hatte. In einen andern Kolben wurden zur Kontrolle 
250 g Schabefleisch -+- 500 ecm Wasser ohne Cystin gebracht. 
Um die Fiaulnis zu beschleunigen, wurden beide Portionen in 
gleicher Weise mit einer FaulnislOsung geimpft und langere 
Zeit im Brutschrank unter hiufigem Schiitteln stehen gelassen. 
Zum Auffangen der schwefelhaltigen Gase stand der Kolben, 
der die FiiulnislOsung enthielt, in Verbindung mit einer Flasche, 
die mit 30 ccm einer 3°%/oigen Quecksilbereyanidlosung gefullt 
war, und von dieser Flasche fiihrte eine Verbindungsrohre 
zu einer zweiten Flasche, in der sich 30 ccm einer Quecksilber- 
chloridl6sung befanden. Um ein Zuriicksteigen der Fliissigkeiten 
zu vermeiden, waren sowohl der Kolben wie die zweite Flasche 
in bekannter Weise mit SicherheitsrOhren versehen. 

Im einzelnen gestalteten sich die Versuche folgendermaben: 


Versueh I. 


DOO g Schabefleisch wurden in zwei gleiche Portionen, 
A und B, geteilt; 

A wurde mit 10 g Rohcystin +- 500 ecm Wasser -+- 25 cem 
einer konzentrierten Na,CO,-Losung, entsprechend der Vorschrift 
von E. Salkowski,!) -+- 5 ccm einer Faulnislésung versetzt ; 

B als Kontrollversuch in der gleichen Weise vorbereitet, 
aber ohne Cystin. 

Bereits nach Verlauf von 24 Stunden trat in Portion A 
deutliche Gasentwicklung auf und nach 48 Stunden triibte sich 
die Quecksilbercyanidlésung merklich. Diese Triibung verstarkte 
sich zusehends, soda schon am 4. Tage ein kristallinischer 
Niederschlag zu konstatieren war, der von Tag zu Tag volumi- 
ndser wurde und eine teils schwarze, teils gelblich griine Farbe 
zeigte. Inzwischen war auch — etwa vom 3. Tage ab — in 


') E. Salkowski, Praktikum, 1900, S. 78. 
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der zweiten mit Sublimat gefillten Flasche eine Triibung auf- 
getreten, die aber nur ganz allméhlich stirker wurde und sich 
schlieBlich zu einem weiben feinflockigen Niederschlag  ver- 
dichtete. — In der Kontrollprobe B hatte sich zwar ebenfalls 
bald Gasentwicklung eingestellt, aber die Quecksilberlosungen 
in den Absorptionsflaschen blieben die ersten 3 Tage fast voll- 
kommen klar, und erst von da ab trat eine leichte Triibung 
aul, die jedoch wenig Fortschritte machte. Nach 14tagigem 
Stehen im Brutschrank hatte sich nur ein ganz minimaler 
Niederschlag abgesetzt, wahrend in der gleichen Zeit die Cystin- 
portion ganz betrachtliche Niederschliige in beide Quecksilber- 
losungen gelicfert hatte. Nun wurde der Versuch unterbrochen, 
die in den Féaulnisgemischen noch befindlichen Gase durch 
miibiges Erwirmen auf dem Wasserbad unter gleichzeitiger 
Durchleitung von Luft ausgetrieben und die Fiiulnislbsung der 
Cystinportion zur Untersuchung auf etwa in LOsung gegangene 
schwefelhaltige Produkte durch Filtrieren von ihrem Riickstand 
befreit. Dieser enthielt noch unverindertes Cystin, das durch 
Extraktion mit Ammoniak aus ihm isoliert und durch die Kristall- 
form sowie die Schwefelbleireaktion als solches charakterisiert 
werden konnte. Das Filtrat zeigte beim Kochen mit Salz- 
siiure, im Gegensatz zu dem der Kontrollprobe ein ahnliches 
Verhalten) wie der Kaninchenharn nach Cystinfitterung: es 
veringe, dann immer. stiirker werdende 
Triibung auf, bis sich dichte weibe Flocken im Reagensglas 
absetzten. Zur weiteren Untersuchung wurden dieselben ab- 
filtriert, in Chloroform gelést und durch langsames Verdunsten 


trat zuniichst eine 


an der freien Luft aus Chloroform in Gestalt von kleinen 
weiben Nidelchen wiedergewonnen. Dieselben verbrannten mit 
blauer Flamme unter Entwicklung eines stechenden Geruchs 
und sublimierten. Es war demnach in der Lésung unter- 


schweflige Siture und zwar — da Na,CO, derselben zugesetzt 
war — als Natriumsalz enthalten. Da nun, wie bereits be- 


tont, in der Kontroliprobe keine Spur von unterschwefligsaurem 
Natron zu konstatieren war, so ist hierdurch aufs neue 
der Beweis erbracht, daB das Cystin als die Quelle 
der unterschwefligen Saure anzusehen ist. 
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Die Quecksilberniederschliige aus dem Cystinversuch wurden 
von ihrer Lésung abfiltriert, sorgfiltig mit destilliertem Wasser 
gewaschen und fiir die spitere Verarbeitung aufbewahrt. — 
Die Niederschliige aus dem Kontrollversuch waren dagegen so 
gering, dab an eine genaue Untersuchung derselben nicht zu 
denken war. Eine solche ist auch als ganz tiberfliissig anzu- 
sehen, da die Bildung geringer Mengen H,S und CH, - (SH) bei 
der Fleischfiiulnis bereits mehrfach nachgewiesen. sind. 


Versuch II. 

A. 250 g Schabetleisch -+- 5 g Cystin 4- 500 com Wasser 
+ 10 cem Fiaulnislésung ohne Zusatz von Na,COg. 

B. (Kontrollprobe.) 250 ¢ Schabetleiseh —- 500 com Wasser 
+ 10 cem Faulnislosung. 

Hier setzte die Fiiulnis — wahrscheinlich infolge der Ab- 
wesenheit von Soda — nicht so schnell ein, aber man konnte 
doch schon nach wenigen Tagen in dem Verhalten der Queck- 
silberlosungen einen deutlichen Unterschied zwischen dem Cystin- 
versuch und der Kontrollprobe konstatieren. Wegen der lang- 
sameren Zersetzung wurde dieser Versuch 6 Wochen lang aus- 
gedehnt. In dieser Zeit hatten sich in den QuecksilberlOsungen 
von A betrachtliche Niederschliige abgesetzt, wahrend B auch 
dieses Mal nur Spuren von schwefelhaltigen Gasen  geliefert 
hatte. —- Vor der Unterbrechung des Versuchs wurden, wie im 
Versuch I, zur volligen Austreibung der Gase die Kolben mit 
den Fiiulnisl6sungen auf dem Wasserbad erhitzt unter Dureh- 
leitung eines Luftstromes, dann die Quecksilberniederschlige 
abfiltriert und fiir die spitere gemeinschaftliche Verarbeitung 
aufbewahrt. — Aus dem Fiulnisgemisch A gelang wiederum 
die Darstellung noch unzersetzten Cystins und ebenso konnten 
eroBbere Mengen unterschwefliger Saure in ihr nachgewiesen 
werden, wiithrend die Kontrollprobe auch dieses Mal keine 
Spuren von ihr enthielt. 


Versuch III. 
A. 250 ¢ Schabefleisch +- 7,5 g Cystin -- 500 ccm Wasser 
+ 10 cem Faulnislésung +- 25 cem gesattigte Sodalosung. 
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B. 250 g Schabefleisch -—- 500 ccm Wasser + 25 ccm 
gesuttigte Sodalésung +- 10 ecm Fiulnislisung. 

Dieser Versuch wurde nach 4 Wochen unterbrochen und 
lieferte in bezug auf die Quecksilberniederschlige und den 
Gehalt an unterschwefligsdurem Natron dieselben Resultate wie 
die beiden vorangegangenen. 

Nachdem auf diese Weise genti 2nd Material zur genauen 
Bestimmung der gasformigen Schwefelprodukte gesammelt war, 
konnte die Verarbeitung der gesamten Quecksilberverbindungen 
in Angriff genommen werden. Sie setzten sich zusammen vor- 
wiegend aus einer schwarzen Verbindung, dem Quecksilber- 
sulfid, herriihrend von der H,S-Entwicklung, dann aus einer 
gelblich griinen und zum geringeren Teil aus einer weiBgrauen 
Substanz. Der gelblich griine Anteil entsprach, wie die unten 
angefiihrten Analysen zeigen, dem Methylmerkaptan, der 
weibgraue dem Athylsulfid. Die Trennung dieser beiden 
gelang bequem auf folgendem, bereits bei Anstellung der 
Féiulnisversuche eingeschlagenen Wege: 

Die Niederschlige wurden in einer Reibeschale fein ver- 
rieben und dann in einem Kolben mit 20°/oiger Salzsaéure auf 
freiem Feuer erhitzt. Die auf diese Weise freiwerdenden Gase 
wurden durch ein Rohr in eine 3°/oige Quecksilbercyanid- 
losung und von dieser weiter in eine 5°/oige Sublimatlésung 
geleitet, die mit der AuBenluft kommunizierte. Dabei entstand 
in der HgCN-Lésung ein gelblich-griiner und in der Hg(l,- 
Losung ein weifer Niederschlag. Nach etwa_ einstiindigem 
Erhitzen, wobei das iberdestillierte HCl aus einem Tropf- 
trichter 6fters durch konzentrierte Salzsiure ersetzt wurde, 
waren die Quecksilberverbindungen bis auf das HgS zersetzt. 

Die Niederschliige wurden sorgfaltig gewaschen und nach 
langerem Aufenthalte im Vacuumexsikkator analysiert. 

Die Analyse lieferte folgende Werte 

1. Fiir die gelblich griine Verbindung: 

0.2722 g Substanz gaben 0,2160 g HgS 
Gefunden: Hg = 68,4°/o 

0.2447 g Substanz gaben 0,1943 g HgsS 
Gefunden: Hg = 68,53 °/o 

Berechnet fiir CJH,S,Hg: Hg = 68,02 °/o. 
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? FKiir die weibe Verbindung: 


0.2012 ¢ Substanz gaben O.A30L ¢ Hes 


1999 » > > O.1292 » 
(refunden: He 99.71 2/0 
> > 2.68" 0 


Berechnet fir C, 

Somil haben wir es im ersten Falle mit) Hg-Methyl- 
merkaptid und im zw cen mit HgCl,-Athylsulfid) zu tun. 

Fassen wir zum Schlub noch einmal die Resultate zu- 
sammen, so ist es gelungen, auf einem der Darmfiitulnis 
analogen Wege aus Cystin die bisher bekannten gvas- 
fOrmigen schwefclhaltigen Stoffwechselprodukte, den 
Schwefelwasserstoff, das Methylmerkaptan und das 
Athylsulfid. zu erhalten, und es ist damit fiir dieselben 
ebenso als cinheitliche Quelle das Cystin sicher ge- 
stellt. wie fiir das Taurin. die Sulfate. den nichtoxy- 
dierten Schwefel und die unterschwetlige Siure. Fin 
letztere geht aus den obigen Versuchen hervor, da 
ihre BDildungsstiatte aller Wahrscheinlichkeit mach in 
den Darm zu verlegen ist. 

Sollte sich in Zukunft herausstellen, dab neben dem Cystin 
hoch andre schwefelhaltige Bestandteile im Eiweif enthalten 


sind, so diirften dieselben fiir den Stoffwechse! in der ange- 


gebenen Richtung von untergeordneter Bedeutung sein. 

















Bemerkung zu der Mitteilung des Herrn Landsberg: «Uber den 
Alkoholgehalt tierischer Organe>.') 
Von 
Maurice Nicloux. 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Dezember 1904.) 


Ich wiinsche dieser interessanten Mitteilung, in welcher meine 
Methode fiir die Bestimmung von kleinen Mengen Alkohol gebraucht 
wurde, einige Worte zu meiner Verteidigung hinzuzufiigen. 

1. Ich gebe selbstverstindlich zu, dafS das Prinzip dieser Methode, 
Oxvdation des Alkohols durch Kalibichromat und Schwefelséiure, nicht 
von mir herrithrt; aber ich glaube der erste gewesen zu sein, der be- 
merkt hat, dafi der Ubergang der griinblauen Farbe des Chromsalzes in 
eine gringelbe, ein sehr scharfer Indikator ist, und auch als solcher bet 
quantitativen Bestimmungen gebraucht werden kann. 

2. Wenn die Landsbergschen Zahlen nicht véllig mit den meinigen 
abereinstimmen (die Abweichung liegt innerhalb der von mir angegebenen 
Fehlergrenzen), so kommt es daher, daf§ nicht dieselbe griingelbe Nuance 
als Endreaktion angenommen ist. Ich habe eine wirklich § griingelbe 
Farbe gewiihlt und. um diese zu erhalten, mufi man natiirlich einen 
kleinen Uberschuf von Kalibichromat hinzufiigen. Die Anwendung der 
«Tubes témoins» gestattet, die genaue Farbe ohne Schwierigkeit aufzufinden. 

3. Wenn man ganz genau die Technik. welche ich in allen Einzel- 
heiten in meiner Arbeit: «Recherches expérimentales sur Elimination 
de Taleool dans Vorganisme. Détermination d'un alcoolisme congenital. 
[| vol, Paris 1900. QO. Doin, Editeur» angegeben habe, verfolgt, so 
wird man finden, dafi die Methode bei richtiger Ausfiihrung unter allen 
Umstiinden an sich selbst dasselbe Resultat gibt. Der relative Fehler 
betrigt ungefiihr 5°/o, und man wird mir zugeben, dafs diese Genauig- 
keit in den meisten Fiillen vollstindig geniigend ist. 

Fiir physiologische Untersuchungen ist es in vielen Fallen nicht 
nicht nur unnodtig, sondern sogar fehlerhaft. eine absolute Genauigkeit 


anzustreben. 





1) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 505—d524, 1904. 



































Berichtigune 





zuo«kr Erben, Zur Bestimmung der Aminosituren im Harne 


Band NLU Seite 8322. Zelle 6 von oben sind die Worte: 
mil Ammontiak alkaliseh gemacht» zu streichen. Die 


besser stimmenden und eben auch die besonders angefiibrten 


Resuitate sind bei einfaeher Bleililline gewonnen. 
































Beitrage zur Muskelchemie der Octopoden. 


Von 


M. Henze. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der zoologischen Station zu Neapel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9%, Januar 1905.) 


Unsere Kenntnisse in bezug auf die chemischen Verhiilt- 
nisse der Muskulatur wirbelloser Tiere tiberschreiten kaum die 
ersten Anfiinge. Die Literatur!) verftigt auf diesem Gebiet tiber 
eine grofere Anzahl zerstreuter oder zulallig gemachter Be- 
obaehtungen, die an sich vielfach noch einer exakten Priifung 
warten. Schon jetzt JaBt sich jedoch feststellen, dab wir 
durchaus nicht berechtigt sind, die Vorstellungen, die wir uns 
uber die Zusammensetzung und iiber den Stoffwechsel des 
quergestreiften Wirbeltiermuskels gebildet haben, ohne weiteres 
auf die Wirbeilosen zu iibertragen. Ebenso unbegriindet ist die 
Verallzemeinerung der bei einzelnen Wirbellosen gefundenen 
Daten auf ganze Klassen. Der Weg fiihrt auch hier vom 
Speziellen zum Allgemeinen. Kine Erweiterung unserer Kennt- 
nisse in obengenannter Richtung und in den damit zusammen- 
hingenden Fragen muf zunichst einmal durch systematische 
Untersuchungen der einzelnen Tierspezies angebahnt werden. 
Die vorliegende Mitteilung beschiiftigt sich etwas eingehender 
mit der Muskelchemie der Octopoden. 

Histologisch schemt die Muskulatur der Octopoden eine 
Mittelstellung zwischen glatter und quergestreifter Muskulatur 
einzunehmen. Mit dem Studium der Eiweifikorper des Octopus- 


') Vergl. besonders die Arbeiten von Kruckenberg, die neben 
der tibrigen Literatur bei v. Fiirth: «Vergleichende chemische Physio- 
logie der niederen Tiere» zitiert sind. 


1 , . 1 ‘ . , TY “2+) 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIII 32 
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muskels hat sich v. Fiirth') in gewisser Richtung beschaftigt. 
Dagegen fehlt bisher eine eingehendere Untersuchung der so- 
cenannten Extraktiv- und Reservestoffe. Wir miissen tiber diese 
Substanzen unterrichtet sein, nicht nur um einen Einblick in 
die chemischen Prozesse, Welche sich im Muskel abspielen, zu 
gewinnen, sondern auch um wberhaupt ein deutlicheres Bild 
vom gesamten Stoffwechsel dieser Tiere zu erhalten. Natur- 
gemiil} stehen diese Verbindungen in nachster Beziehung zu 
den Exkretionsprodukten und es war um so eher zu _ hoffen, 
nach dieser Seite Zusammenhinge zu finden, da iiber die 
Chemie der Harnsekretion der Octopoden bereits ebenfalls von 
v. Fiirth?) eine Arbeit vorliegt. v. Fiirth zeigte, da ein 
sehr groBer Teil des Stickstoffs im Harn in Form von Am- 
moniak eliminiert wird. Daneben findet sich viel Hypoxanthin 
und nicht unbetrichtliche Mengen einer  stickstoffhaltigen Ver- 
bindung von sauerem Charakter, deren Konstitution bisher noch 
nicht aufgeklirt werden konnte. Harnsiure tritt h6chstens in 
Spuren auf, wiihrend Harnstoff, Kreatin und Hippursaure voll- 
stiindig fehlen. Nach den hier nur angedeuteten unverkenn- 
baren Abweichungen von unseren sonstigen Erfahrungen dirfen 
wir auch auf einen in wesentlich anderer Weise verlaufenden 
Stoffweehsel schlieBen. Es war meine Absicht, neben einigen 
quantitativen Untersuchungen in vorliegender Studie speziell 
den Extraktiv- und Reservestoffen des Muskels meine Aufmerk- 
samkeit zu schenken, wobei von einer erschdpfenden Behand- 
lung der Aufgabe natiirlich nicht die Rede sein konnte. 

Zur Untersuchung wurde die Muskulatur der Arme und 
des Mantels benutzt und zwar sofort nach der Verblutung der 
Tiere. Die Haut wurde entfernt und die Muskeln mit einer guten 
Kleischhackmaschine fein zerkleinert. Die Tiere selbst wurden 
vor der Tétung lingere Zeit im Aquarium gehalten und gut 
gefiittert, soda sie sich stets in bestem Ernahrungszustand 


befanden. 





!' vy. Fiirth, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 338. 
*) y. Fiirth, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 333. 
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I. Die stickstoffhaltigen Bestandteile. 
Der Gesamtstickstoffgehalt des Muskels ist ein wenig 
niedriger, als er im allgemeinen fiir die Wirbeltiere angegeben 
wird. Er betriigt im Muittel 


13,13°/o berechnet auf Trockensubstanz, 


3,03 °/o > >» frisches Fleisch. 
1. 0.3188 g Trockensubstanz gaben nach Kjeldahl 0,0420 g N 
2. 0.3432 » > > > > 0.0449 » » 


Die grobe Zahl der Muskelextrakte, die im Laufe der 
Untersuchung notig waren, wurden in der Weise bereitet, dab 
der Muskelbrei (es kamen jedesmal 1,5—2 kg zur Verwendung) 
mit warmem Wasser tibergossen, unter Umriihren einige Zeit 
stehen gelassen und hierauf scharf abgeprebt wurde. Diese 
Operation wurde mindestens dreimal mit neuen Wassermengen 
wiederholt. Die so erhaltenen Fliissigkeiten wurden unter Zusatz 
von etwas festem Aluminiumsulfat oder Alaun kurz aufgekocht 
und die EiweiBkirper koaguliert, was bisher nur auf diese Weise 
glatt gelang. Das Filtrat wurde zunichst in Gegenwart von 
etwas Magnesiumkarbonat, also bei neutraler Reaktion, ein- 
geengt, und hierauf in den meisten Fallen mit Baryumhydroxyd 
ausgefillt. Der UberschuB des letzteren wurde durch Einleiten 
von Kohlensiiure entfernt und die eventuell mit Essigsaure neu- 
tralisierte Loésung stark konzentriert und zur Kristallisation 
gestellt. 

Schon nach kurzer Zeit findet man einen solchen Sirup 
vollkommen durchsetzt von einem Kristallbrei, der abgesaugt 
und mit verdiinntem Alkohol nachgewaschen, sich als fast reines 
Taurin erweist. Die Substanz zeigt die charakteristischen Kristall- 
formen und Reaktionen des Taurins. Bei der Analyse lieferten : 

0.2454 g Substanz 0,4534 ¢g BaSO, = 0,0624 g S. 
Gefunden: 25,44°o S 
Berechnet: 25,60°/o » 
In einigen Fallen wurde das isolierte Taurin gewogen. 


Ks gaben: 


2 kg frischer Muskel 10,0 ¢ Taurin 
1,10 >» > > 4D» > 
2,20 » , , 10.0 » . 
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Im Mittel enthalt also der Muskel die grofe Menge von 
mindestens 0,5°/o Taurin. 

Das Vorkommen des Taurins in den Muskeln der Octo- 
poden ist bereits durch Valenciennes und Frémy') fest- 
gestellt worden. Auch wurde das Taurin durch die Analyse 
als solehes identifiziert. Aus dem folgenden ergibt sich, daf 
das Taurin weitaus die grdBte Menge der stickstoffhaltigen 
Extraktivstolfe ausmacht. Um so auffallender ist es, daB v. Fiirth 
keine Spur dieser Verbindung im Harn der Tiere nachzuweisen 
vermochte, was auch ich bestiitigen kann. Das Taurin scheint 
also ein spezifisches Stoffwechselprodukt des Muskels zu sein, 
das vor seiner Ausscheidung vielleicht weiterer Oxydation unter- 
liegt. In der Leber der Tiere konnte ich Taurin gleichfalls nach- 
weilsen. 7 

Im Wirbeltiermuskel spielt das Kreatin die wichtigste 
Rolle unter den. stickstoffhaltigen Extraktivstoffen. Wir ver- 
missen diese Verbindung im Octopusmuskel vollstiindig. Es 
wurde danach in den Mutterlaugen der Taurinkristallisation 
gesucht. Da auch bei liingerem Stehen derselben in der Kiilte 
keine auf Kreatin deutende Kristallabscheidung eintrat, wurden 
mehrmals grobere Teile der Mutterlaugen mit Salzsaure gekocht 
um etwa vorhandenes Kreatin in Kreatinin tiberzufiihren. — In 
den so vorbereiteten Fliissigkeiten versagte jedoch in jedem 
Kalle sowohl die Reaktion von Weyl mit Nitroprussidnatrium 
als auch die Jaffésehe Reaktion mit Pikrinsiure. 

In einem anderen, zu diesem Zweck hergestellten Muskel- 
extrakt wurde die Abscheidung der genannten Verbindung nach 
den Angaben von Maschke?) probiert. Nach Auskristallisation 
des Taurins wurden die Mutterlaugen mit Kupferoxydul be- 
handelt und die ausgefiillten Purinkérper zundchst entfernt. 
Im Filtrat hiitte sich das Kreatinin in Form. seiner Kupfer- 
oxydulverbindung in Losung befinden miissen, die durch Sattigen 
mit Soda zur Ausfiillung kommen mubte. Nihere Prifung zeigte, 
dai dies nicht der Fall war. 

Valenciennes u. Frémy, C.R., Bd. 41, S. 739. Vergl. auch 


L. Frédériceqg, Arch. de Zool. expérim., Bd. Vil, S. 582. 
*) Maschke, Z. f. analyt. Chem., Bd. 17, 8. 134. 
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In Ubereinstimmung mit diesen negativen Befunden steht 
auch die Beobachtung von v. Firth, dem es in keiner Weise 
gelang, das Kreatin im Harn der Cephalopoden autfzutinden. 
Das Kreatin nimmt demnach augenscheinlich tberhaupt nicht 
am Stoffwechsel der Octopoden teil. 

Zur Priifung der Muskelextrakte auf Purinbasen wurden 
die mit Wasser verdiinnten Taurinmutterlaugen bei Gegenwart 
von tberschiissigem Ammoniak mit ammoniakalischer Silber- 
losung ausgefiillt. Der abzentrifugierte und mehrfach mit ver- 
diinntem Ammoniak gewaschene Niederschlag wurde aus Sal- 
petersdure (spez. Gew. 1,1) unter Zusatz von Harnstoff um- 
kristallisiert. Die sogenannte «Hypoxanthin»fraktion schied sich 
dabei in schonen Nadeln ab und wurde ein zweites Mal aus 
Salpetersiiure umkristallisiert. Die Mutterlaugen gaben bei Uber- 
siitigen mit Ammoniak nur eine Triibung, sodafh das Vor- 
kommen nur einigermafen nennenswerter Mengen von Xanthin 
ausgeschlossen scheint. Die Hypoxanthinsilberfraktion wurde 
mit Schwefelwasserstolf zerlegt. Beim Einengen fiel das Hypo- 
xanthin aus. Ein Teil davon wurde mit negativem Erfolg mittels 
Metaphosphorséure auf Guanin geprift. Zur Analyse wurde das 
Hypoxanthin mit tiberschtissigem Silbernitrat und Ammoniak in 
der Hitze in die Silberoxydverbindung verwandelt. Von der gut 
gewaschenen und bei 110° getrockneten Verbindung lieferten 

0.2210 g = 0,1325 g Ag. 
Gefunden = 59,96°%o Ag 
Berechnet fiir C,H,Ag.N,O = 60,18°'o » 

Aus 2 kg Muskel wurden 1,5 g¢ Silberdoppelsalz erhalten. 
Da das letztere keine konstante Zusammensetzung hat, so labt 
sich der Hypoxanthingehalt nur schitzungsweise auf ca, 0,03 °/o 
angeben. 

Ks sei auf die schon anfangs erwihnte Tatsache hinge- 
wiesen, daf Hypoxanthin auch im Harn in reichlicher Menge 
ausgeschieden wird. 

AnschlieBend an die Aufklaérung der Natur der freien, aus 
dem Muskel extrahierbaren Purinkérper schien es wiinschens- 
wert eine Vorstellung tiber den Gesamtpurinbasengehalt des 


Muskels zu gewinnen. Die quantitative Bestimmung wurde nach 
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der bekannten Methode von Burian und seinen Mitarbeitern 
ausgefiihrt. Uber die Einzelheiten des Verfahrens, die streng 
innegehalten wurden, sei auf die letzte Arbeit von Burian und 
Walker Hall!) verwiesen. Es kamen DOO g Muskelbrel zur 
Verwendung, die durch 14stiindiges Kochen mit 4500 ccm Wasser 
und 45 cem Schwefelsiiure zerlegt wurden. Die Vorbereitung 
und Ausfiihrung der sogenannten «Hauptfaillung» erfolgte genau 
nach genannter Vorschrift. Die sogenannte «Korrekturfiillung 
wurde ebenfalls ausgefiihrt, doch lieB sich aus der nach der 
Zerlegung des Bleiniederschlags resultierenden Flissigkeit mit 
ammoniakalischer Silberldsung kein weiterer Purinbasennieder- 
schlag mehr gewinnen. 
Gesamtpurinbasen-Ag-Niederschlag (AgCl-haltig) 


im Vacuum?’ getrocknet == 2.0613 ¢ 
). h. umgerechnet auf AgCl-freie Substanz = 1,8577 » 


0,5660 g AgCl-haltige Substanz enthalten 0,0543 g AgCi, 
entsprechend 0.5127 g AgCl-freier Substanz. 
1. 0.6309 g Substanz = 0,4906 g AgCl-freie Substanz hefern nach Kjeldahl 
0.0596 g N 
2. 04342 g Substanz == 0.3933 g AgCl-freie Substanz lefern nach Kjeldahl 
0.0477 g N. 

Im Mittel berechnet sich daraus der Purinbasen-N aus 500 g Muskel 
auf 0.2277 ¢. 

Der Octopusmuskel enthilt also 0,0456°/o Purinbasen-N. 
Burian fand in verschiedenen W irbeltiermuskeln 0,055—O,07 1°/0 
Purinbasenstickstoff. 

Durch Berechnung des Verhiltnisses zwischen Ag- und 
N-Gehalt des Purinbasensilberniederschlags hat Burian auf die 
Natur der PurinkOrper einen RiickschlubB gemacht. Fir die 
Niederschliige aus Pankreas ergaben sich Quotienten, die fast 
genau auf Guanin stimmten. Aus den obigen Daten berechnet 
sich das N-Ag-Verhiiltnis zu 

N 12,15 
Ag Ao ob 

Auf eine Einheitlichkeit der Muskelpurinkorper laBt sich 

hieraus nicht schheben. Eine eingehende Priifung der Verhalt- 


— 


nisse wurde nicht weiter verfolgt. 


') Burian u. Walker Hall, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S$. 336. 
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Schon anfangs wurde erwahnt, dab der Harn der Octo- 
poden harnstofffrei ist. Die Priifung eines alkoholischen Muskel- 
extraktes nach dieser Richtung gab gleichfalls ein negatives 
Resultat. 

Die Moglichkeit, dafB auch andere stickstoffhaltige Verbin- 
dungen, namentlich soweit dieselben als Eiweibzerfallsprodukte 
in Betracht kommen, unter den Extraktivstoffen des Muskels 
auftreten kOnnten, war nicht ohne weiteres ausgeschlossen. Es 
wurden daher zuniichst einige von Taurin und Purinbasen be- 
freite Muskelextrakte mit) Phosphorwolframsiaure bei saurer 
Reaktion gefallt, nachdem zuvor auch die Ammonsalze durch 
langeres Erwiirmen mit Magnesiumoxyd vertrieben worden waren. 
Der Phosphorwolframsiiureniederschlag war ziemlich stark. Er 
wurde nach der bekannten Kosselschen Vorschrift auf die 
Hexonbasen verarbeitet, ohne dab gine derselben nachgewiesen 
werden konnte. Zweifellos enthilt der Phosphorwolframsiiure- 
niederschlag noch andere. stickstoffhaltige Verbindungen. Es 
gelang, aus dem Phosphorwolframsiiureniederschlag eine Base 
in Form ihres Platinsalzes zu isolieren. Dasselbe zersetzte sich 
jedoch beim Umkristallisieren. Meine vielfachen Bemitihungen, 
die Verbindung niaher zu charakterisieren, sind bisher vergeblich 
geblieben, sodab ich von einer genauern Beschreibung der bis- 
herigen Beobachtungen einstweilen absehe. 

Im obigen Sinne habe ich auch im Muskel nach der von 
v. Firth im Harn gefundenen. stickstoffhaltigen Verbindune 
saueren Charakters gesucht. Dieselbe ist dadurch ausgezeichnet, 
daB sie fast nur durch Quecksilberacetat fiillbar ist. Es gelang 
leicht, dieselbe aus dem Harn von Octopus zu gewinnen und 
einige ihrer Reaktionen zu studieren, sodabh damit zugleich die 
Angaben v. Fiirths eine Bestiitigung finden. Die purinfreien 
Muskelextrakte geben nach vorheriger Ausfiillung mit Bleiacetat 
und Entfernung des Bleies allerdings Niederschliige mit Queck- 
silberacetat, doch hat deren Weiterverarbeitung vorderhand noch 
zu keinem positiven Kesultat gefiihrt. 


Weitere Priifungen galten dem eventuellen Vorkommen 
gewisser Amidosiiuren. Fiir den Wirbeltiermuskel kann es als 
sicher gelten, dab derselbe, solange er frisch und keinen auto- 
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lytischen oder pathologischen Prozessen verfallen ist, keine 
Amidosiiuren enthilt. Dagegen ist z. B. fiir die Muskulatur einiger 
Mollusken schon friher und auch neuerdings wieder festgestellt 
worden, daf dieselben nicht unbetrachtliche Mengen von Glykokoll 
beherbergen. Chittenden fad zuerst bei Pecten irradians 0,39 
bis O.71%o Glykokoll.!) Die Angaben einiger Autoren tiber das 
Vorkommen von Tyrosin z. B. bei Eledone, dem niichsten Ver- 
wandten von Octopus, sowie bei Krebsen, darf man wohl vorder- 
hand noch mit einem Fragezeichen versehen. Vergl. dariiber 
die Bemerkungen bei v. Firth. ?) 

fiir die genannten Zwecke wurden die Extrakte, von 
denen einige zuvor mit Phosphorwolframsiure geféllt worden 
waren, nach Entfernung der tiberschiissigen Phosphorwolfram- 
siiure zum Teil mit frischgefiilltem Kupferhydroxyd gekocht, 
um die Abscheidung schwerloslicher Kupfersalze zu versuchen. 
Andere Portionen wurden in alkalischer L6sung mit a-Naphtol- 
sulfochlorid geschiittelt, um zu priifen, ob hierbei eine Abscheidung 
der entsprechenden schwerldslichen Kondensationsprodukte zu 
erreichen wiire. Die Versuche gaben stets negative Resultate. 

Nach den schon mehrfach erwahnten Untersuchungen von 
v. Firth wird ein auffallend grober Teil des Stickstoffs im 
Harn des Cephalopoden in Form von Ammoniakstickstoft elimi- 
niert. Im Vergleich mit den Verhiiltnissen beim Hunde ist der 
Betrag ca. viermal so grob. 

Im Hinblick hierauf war es nicht ausgeschlossen, dafi der 
Muskel in seinem Stoffwechsel gréBere Quantitiiten von Ammon- 
silzen bildet, umsomehr als das Kreatin fehlt. Neuere Untersuch- 
ungen iiber den Ammoniakgehalt tierischer Organe und der 
Muskeln verdanken wir Nencki und seinen Mitarbeitern. Es 
wurden mit Hilfe der von ihnen ausgearbeiteten Methode, die 
auf der Destillation der Organe mit Magnesiumoxyd im Vacuum 
beruht,3) zwei quantitative Bestimmungen des Ammoniakgehaltes 
des Octopusmuskels ausgefiihrt. 


1} Chittenden, Ann. Chem. u. Pharm., Bd. 178, S. 266. 


Vergl. auch A. Kelly, Hofmeisters Beitrage, Bd. \ 


r, 3S. 380 
2) G. v. Fiirth, Vergleichende chem. Physiol. d. nied. Tiere, 5. 438. 


’ Nencki und Zaleski, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 193. 
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I. 50 g frischer Muskel gaben ein Destillat, das 2,20 ccm ®/10 H,SO, 
sittigte, d. h. der Muskel enthielt in Milligrammen 7,48°/o NHg. 

Il. 50 g Muskel des gleichen Tieres lieferten ein Destillat, welches 
2,40 ccm ®10 H,SO, sittigte, d. h. der Muskel enthielt in Miligrammen 
8.16%o NH,. 

Die Destillation wurde ca. 5 Stunden lang im Gang gehalten bei 87—39°. 

Die gefundenen Werte sind im Vergleich mit den fiir den 
Hundemuskel vorliegenden eher als niedrig zu bezeichnen. 

Auf ein besonderes Produktions- oder Retentionsvermogen 
von Ammonsalzen im Octopusmuskel diirfte deshalb ohne 
weiteres nicht zu schlieBen sein. 


II. Die stickstofffreien Bestandteile. 


Der quergestreifte Muskel enthilt stets mehr oder minder 
grobe Mengen von Fleischmilchsiiure, die sowohl bei erhdhter 
Tatigkeit als beim Absterben des Muskels zunchmen. Der tote 
Muskel reagiert deshalb sauer. Man itiberzeugt sich leicht, dab 
auch der Octopusmuskel im Leben alkalisch oder amphoter 
reagiert, um beim Absterben schwach saure Keaktion anzu- 
nehmen. Fir Wirbellose habe ich vergebens in der Literatur 
gesucht, etwas auf Milchsiiure Beziigliches zu finden. Es mufite 
also im vorliegenden Fall zuniichst einmal die Frage geklart 
werden, ob Fleischmilchsaéure iiberhaupt ein Muskelstoffwechsel- 
produkt der Octopoden ist. 

Withrend im Wirbeltiermuskel die Milchsiiure ohne 
Schwierigkeiten zu bestimmen ist, da ihre Menge bis zu 1°/o 
(zitiert nach Neumeisters Lehrbuch) betriigt, wollte es anfangs 
nicht gelingen, die Sdure im Muskelfleisch der Octopoden nach- 
zuweisen. Die Methode der Darstellung wurde mehrfach variiert, 
z. B. auch die Extraktion des Muskels mit Alkohol nach Heffter !) 
versucht. Trotz der anfinglichen Miferfolge war es dennoch 
schlieblich moglich, eine wenn auch nur sehr geringe Menge 
Milchsiiure nachzuweisen. Wie aus dem folgenden hervor- 
geht, handelt es sich jedoch dabei nicht um wirkliche Fleisch- 
milchsiiure. 


') Heffter, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharm., Bd. 38 
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Der wiisserige Extrakt von 1125 ¢ Muskelbrei wurde 
unter Alaunzusatz koaguliert und nach Filtration mit Baryt- 
hvdrat ausgefallt. Nachdem der BarytiiberschuB durch Einleiten 
von Kohlensiure entfernt und die Fliissigkeit bis nahe zum 
Sirup eingeengt worden war, wurde der letztere in der Wiirme 
mit ca. der 10fachen Menge Alkohol gefiillt. Der Alkohol wurde 
nach dem Erkalten abgegossen und der Riickstand mit Alkohol 
nachgewaschen. Der nach dem = Abdestillieren des Alkohols 
verbleibende Riickstand wurde in etwas Wasser aufgenommen 
und mit zirka dem gleichen Volumen 50°/oiger Phosphorsiiure 
versetzt und mit groBen, mehrfach erneuten Athermengen aus- 
seschiittelt, Es bilden sich hierbei stets sehr liistige Emulsionen. 
Die vereinigten Atherausziize wurden abdestilliert. Der Riick- 
stand gab die Uffelmannsche Reaktion und wurde in wiisseriger 
Losung mit ZnCO, gekocht. Das eingeengte Filtrat lieferte 
neben geringen Mengen eines Sirups gliinzende, in Rosetten 
anveordnete prismatische Kristalle, die nach Entfernung des 
verunreinigenden Sirups durch Alkohol aus Wasser umkristallisiert 
wurden. Die Menge der reinen Kristalle betrug nur 0,26 ¢ aus 
iiber t kg Muskel. 

O1921 ¢ lufttrockener Substanz verloren bet 100° 0,0344 ¢ H,O, 
d. i. 17,85°/o Kristallwasser. 
Giirungsmulchsiure verlangt 18,18°/o Kristallwasser 

Fleaschmuilehsiéiure > 12.9 %o 

0.1577 ¢ wasserfreies Salz lieferten 0.0525 g¢ ZnO 
Gefunden: 26,75° 0. Zn 
Berechnet: 26,73°o  » 

Die Analyse beweist also, daf auch im Octopusmuskel 
Milchsiture auftritt. Allerdings wurde nur die geringe Menge 
von O.014°/o isoliert. Dieses Ergebnis wird dadurch noch auf- 
fallender, als, nach dem Kristallwassergehalt des Zinksalzes zu 
schlieBen, die Siture Giirungsmilchsiure ist. Ubrigens sprach 
aueh die Untloslichkeit dieses Salzes in Alkohol dafiir. 

Nach Untersuchungen von Heintz soll auch im quer- 
gestreiften Muskel etwas Giirungsmilchsiiure zu finden sein, 
und nach Gscheidlen!) ist die Milehsiiure des Gehirns, wie 
auch schon Miller fand, Giérungsmilchsiiure. Der Fund wire 


') Gscheidlen, Pfliigers Archiv, Bd. 8, 5S. 171. 
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also nicht ganz ohne Analogie. Die im Darm und Magen aut- 
tretende inaktive Gérungsmilchsiure kann hier natiirlich nicht zum 
Vergleich herangezogen werden. Einstweilen scheint der Schlub 
cerechtfertigt, dab die Milchséure bei den Octopoden bei weitem 
nicht die Rolle im Muskelstoffwechsel spielt, wie dies bei den 
Wirbeltieren der Fall ist. Die eigentliche Fleischmilehsiiure 
scheint vollstiindig zu fehlen und es diirfte nicht ausgeschlossen 
sein, daB die sehr geringen Mengen von Girungsmilechsiiure 
mit dem Muskelstoffwechsel direkt gar nichts zu tun haben. 

Der wichtigste stickstofffreie Bestandteil des Wirbeltier- 
muskels ist das Glykogen. Neumeister sagt in seinem Lehr- 
buch, das Glykogen sei in den Muskeln der Tiere aller Klassen 
und Spezies nachweisbar. Es scheint mir durchaus zweifelhatt, 
ob diese Behauptung bei unserem liickenhaften Wissen in der 
vergleichenden Muskelchemie aufrecht zu halten ist. Speziell in 
bezug auf den vorliegenden Fall fand ich eine Bemerkung 
Frédéricqs!) in seiner bekannten Arbeit: «Recherches sur 
la physiologie du poulpe commun». Er sagt, dab ein von ihm 
gepriifter Muskelextrakt. kein Glykogen zu enthalten schien. 
Jede néhere Angabe fehlt sonst. 

Fiir die diesbeziigliche Untersuchung wurde besonders 
Sorge getragen, dafi sich die Tiere in bestmoglichem Ernithrungs- 
zustande befanden und dal andererseits die Muskeln sofort 
nach dem Tode verarbeitet wurden. Fiir jeden Versuch kamen 
nie weniger als 1—1I!/2 ke Muskel zur Verwendung. Unter 
Beachtung dieser Punkte habe ich die meisten Versuche zur 
lsolierung des Glykogens nach briicke gemacht und ebenso 
zwei nach dem von Pfliiger*) angegebenen Verfahren durch 
direktes AufschlieBen des Muskelbreies mit 60°/oiger Kalilauge, 
Hierbei wurden je 300 g Muskel benutzt. In keinem der zahl- 
reichen Versuche ist es mdglich gewesen, Glykogen aufzu- 
finden. Selbst mit Hilfe der Jodreaktion lief sich nicht der 
geringste Anhalt dafiir gewinnen. 

Auf Grund dieser stets negativen Resultate halte ich es 
flr ausgeschlossen, dab die Cephalopoden einen Reservestoft 


') L. Frédéricq, Arch. de Zool. expérim., Bd. VII, S. 582 
*) Pfliger, Pfliigers Archiv, Bd. 96, S. 1. 
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in Form von Glykogen inden Muskeln beherbergen. Den moglichen 
Kinwand, daB das Glykogen nur zu ganz bestimmten Perioden 
inden Geweben abgelagert wird, glaube ich ebenfalls zuruckweisen 
zu konnen, da die Untersuchungen sowohl im Sommer wie im 
Winter angestellt wurden. Ferner sei nochmals hervorgehoben, 
daB die Tiere stets iiberreichlich gefiittert worden waren, und bei 
den grofen Quantitiiten Muskel, die jedesmal verarbeitet wurden, 
hiitten sich doch wenigstens Spuren von Glykogen finden sollen. 
Dal die Tiere irgend einen Reservestoff haben, mub man schon 
daraus schlieben, daf dieselben monatelang vollig ohne Nahrung 
leben kénnen. Es diirfte das niichstliegende sein, an einen Ersatz 
des Glykogens durch irgend eine andere Substanz zu denken. 

In den Muskelextrakten selbst konnte mit Sicherheit nicht 
eine direkt reduzierende Substanz nachgewiesen werden, eben- 
sowenig wenn dieselben einige Zeit mit verdiinnter Saure ge- 
kocht worden waren. Wire es aber nicht médglich, dah z. B. 
Glykoproteide oder iihnliche Substanzen die Rolle des Glykogens 
iibernehmen, falls es sich Uberhaupt um Verbindungen handelt, 
die den Kohlehydraten nahestehen ? 

Wenn man die bei Bereitung der Muskelextrakte restierenden 
Kiweibkorper mit 3°/oiger Schwefelsaure 2—3 Stunden hydroly- 
siert und nach Filtration die Flissigkeit mit Phosphorwolfram- 
siiure ausfallt und das mit Barythydrat behandelte Filtrat unter 
Kinleiten von Kohlensi&iure einengt, so reduziert dasselbe sehr 
stark Fehlingsche Lésung. Ebenso gibt dasselbe beim Erhitzen 
mit Alkali starken Karamelgeruch und mit a-Naphtol intensivste 
Reaktion. Nach dieser Beobachtung scheinen also im Muskel 
leicht Zucker abspaltende Proteinkérper vorzukommen. Ich bin 
mir wohl bewubt, daBi mit dieser Angabe vorderhand noch 
wenig anzufangen ist. 

Vorgreifend sei eine andere Beobachtung erwiihnt. Meine 
Bemihungen, in dem Hepatopankreas der Octopoden Glykogen 
aufzutinden, sind bisher ebenfalls vergeblich gewesen. Nur 
soviel vermag ich zu behaupten, dab es gelang, aus wiisserigen 
Leberausziigen nach Ausfallung mit Jodquecksilber-Jodkalium und 
Salzsiiure durch Alkohol sehr geringe Mengen einer Substanz 


zu fallen. die zwar immer noch Biuretreaktion erkennen lief, 
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ohne jemals Braunfaérbung mit Jodlésung zu zeigen. Nach 
kurzem Erwirmen der Substanz mit verdiinnten Siiuren erhiilt 
man jedoch eine Fliissigkeit, die stark Fehlingsche Lésung 
reduziert und nach noch nicht abgeschlossenen Versuchen auch 
mit Phenylhydrazin zu reagieren scheint. 

Die Vermutung, ob nicht vielleicht das Fehlen des Glykogens 
und augenscheinlich auch der Fleischmilchsiiure in einem inneren 
Zusammenhang stehen, diirfte nicht ganz unberechtigt sein. 


III. Wassergehalt und mineralische Bestandteile des Muskels. 


Der Wassergehalt des frischen Muskels wurde zu 77,31 °/o 
gefunden. 40,1 ¢ frischer Muskel gaben beim Trocknen bei 100° 
910 ¢ Trockensubstanz, d. 1. in Prozenten 22,69 g. 

Die im folgenden mitgeteilten quantitativen Bestimmungen 
der mineralischen Bestandteile des Muskels wurden hauptsichlich 
im Hinblick auf die Verteilung der Alkalien ausgefiihrt. Infolge 
der Lebensweise der Tiere in einem Milieu mit sehr hohem 
Gehalt an Natriumsalzen schien es fraglich, ob auch bei ihnen 
im Muskel die Kaliumsalze gegentiber den Natriumverbindungen 
liberwiegen. 

Wir verdanken Katz!) eine grofe Anzahl sehr sorefilliger 
Untersuchungen tiber die mineralischen Bestandteile des Muskel- 
fleisches verschiedener Wirbeltiere. Seine Erfahrungen dienten 
als Anhalt, sodaB fast ganz auf die von ihm verwandten und 
gepriiften Methoden verwiesen werden kann. Zu dep Analysen 
wurden 500 ¢g Muskelbrei, die unter sorgfiltigster Vermeidung 
von Verunreinigung mit Meerwasser hergestellt worden waren, 
nach Voits Methode?) unter Zusatz von Alkohol getrocknet, 
fein pulverisiert und fiir jede EKinzelbestimmung die erforder- 
liche Quantitiit bei 100° zur Gewichtskonstanz gebracht. Die 
Veraschung erfolgte, je nach den eventuell zugesetzten Salzen, 
in Platin- oder Silbergefiifen. 

In 100 Teilen trockener Muskelsubstanz wurden im Mittel 
die folgenden Zahlen gefunden. Um einen Vergleich zu haben, 


Katz, Pfliigers Archiv, Bd. 63, 5. 1. 


Voit, Zeitsehr. f. Biologie, Bd. 35, S. 555 
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sind daneben die im Hundemuskel durch Katz _ bestimmten 
Werte angefthrt: 


Na = 1,5701 ¢ Na = 0,4000 g 
K : 2,0584 » K == 1,4178 » 
Fe = unbestimmbare Spuren Fe = 0,0193 » 
Ca - 0.1226 ¢ Ca = 0,0291 » 
Octopus Me == 0.2822 » Mg = 0,1005 » Hund 
P O4361 » P = 0.9478 » 
Cl 2,7977 » Cl = 0,3415 » 
S = 2.3913 > S = 0,9643 » 








Die Zahlen fallen ganz aus dem Rahmen der bei den 
Wirbeltieren gefundenen Werte, trotzdem auch dort gar nicht 
so unbetriichtliche Schwankungen beobachtet worden sind. 
Kine eingehendere Gegeniiberstellung diirfte zwecklos sein. Ein 
Uberblick zeigt ohne weiteres die auffallenden Unterschiede. 

Der Gehalt des Muskels an Alkalien und alkalischen Erden 
ist in seiner Gesamtheit bedeutend gréber als bei den Wirbel- 
lieren, und zwar zeigt sich ein Anwachsen siimtlicher Kationen. 
In Ubereinstimmung damit steht der hohe Chlorgehalt. Die 
Konzentration der Muskelfliissigkeit an anorganischen Salzen 
ist demnach ungleich héher als bei den Wirbeltieren und nihert 
sich, wie aus anderen Erfahrungen iiber die osmotischen Ver- 
hiiltnisse des Blutes zu erwarten war, dem Milieu, in dem die 
Tiere leben. Es ist) wohl zu beachten, der Grund fir diese 
Krscheinung ist nicht darin zu suchen, daf die Tiere in einem 
salzreichen Milieu leben. Beim Schellfisch z. B. fallen die Werte 
der mineralischen Bestandteile des Muskels ganz in die Reihe 
der fiir die landbewohnenden Wirbeltiere gefundenen Werte. 

Besonders hohe Zahlen zeigen die Natriumbestimmungen. 
Ks labt sich jedoch gleichzeitig damit auch eine Vermehrung 
der Kaliumsalze konstatieren, und zwar ist dieselbe so stark, 
daB auch im Octopusmuskel die letzteren den Natriumsalzen 
gegentiber tberwiegen. 

Der Phosphorgehalt ist im Vergleich zu der Wirbeltieren 
niedrig. Ganz auffallend hoch sind dagegen die Werte fiir 
Schwefel. Bei Carnivoren, zu denen der Octopus ja auch ge- 
hort, fand H. Schulz!) bei seinen Untersuchungen iiber den 
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Schwefelgehalt tierischer Organe stets die hoéchsten Zahlen. 
Wiahrend im Muskel der hoheren Wirbeltiere auf Trocken- 
substanz bezogen durchschnittlich 0,7 —0,9 9/o Schwefel gefunden 
wurden, stiegen die Schwefelwerte bei Fischen (Aal, Schell- 
fisch) bis auf 1,1°/o (Katz). Beim Octopus sehen wir den 
Schwefelgehalt bis auf 2,4°/o anwachsen. Der Taurinreichtum 
des Muskels fallt hier allerdings mit ins Gewicht, doch geniigt 
dieser Faktor nicht, um diese Erscheinung zu erkliiren, wie 
man sich leicht durch eine Umrechnung iiberzeugen kann. 


Analytische Belege. 


Kalium und Natrium: Die Substanz wurde verkohlt, 
mit heiBer verdiinnter HCl ausgezogen, die Kohle mit etwas 
H,SO, angerieben, getrocknet und verascht. Die Bestimmung 
der Alkalien erfolgte in der gewoOhnlichen Weise. 


1. Angew. Subst. = 4.5235 ¢ Ber. KCl == 0,1878 2 
Gef, NaCl-+- KCl = 0,3684 » >» NaC] == 0.1806 >» — In Prozenten 
>» K,PtCl, = 0,6122 > Folgl. K = 0,0986 Na 1.5735 
>» Na = 0.0712 >» K 2.1805 

ll. Angew. Subst. =0,5720¢ Ber. KCl == 0,2421 g 
(ef. NaC1+-KC] = 0,4945 » >» NaCl = 0,2524 » In Prozenten 
> K,PtCl, = 0.7900» Folgl. K = 0,1273 >» K = 1,9365 
Na : 0,0995 » Na = 1,5135 

Il. Angew. Subst. == 0,0702¢ Ber. KCl == 0,16d8 ¢ 
Gef. NaC]-- KCl] = 0.4200 >» » NaCl = 0,2542 » In Prozenten 

> K,PtCl, = 0,5400 > Folgl. K = 0,0869 > K = 1,4329(? 
Na 01002 » Na = 1,6503 
Mittel: Na = 1,5791°/o 
> K == 2,0584°%o (aus I u. I). 


Caleium und Magnesium: Die Substanz wurde unter 
Natriumkarbonatzusatz eingeiischert : 


Angew. Substanz == 8,5048 g 

Gef. CaO = 0,0146 » Gef. Mg,P,0, = 0,1097 ¢ 
Folgl. Ca > O,O104 » Folgl. Mg = 00240 >» 
In Prozenten Ca == 0,1226°%/o In Prozenten Mg = 0,2822°/o 


') H. Schulz, Pfliigers Archiv, Bd. 54, 5S. 565 
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Phosphor: Der frische Muskel wurde mit Sodalésung 
eingetrocknet und verascht. 


Angew. frischer Muskel = 80,0 g = 18,154 g Trockensubstanz 
Gef, Mg,P,0, = 0,2870 ¢g 
Folgl. "Ff = 00,0785 » 
In Prozenten P == 0,0785°/o 


Chlor: Die Substanz wurde mit einer LOsung’ von 
Ca(NO,), eingetrocknet und im Silbertiegel verascht. Das Chlor 
wurde gewichtsanalytisch durch Fallung mit AgNO, bestimmt. 


Angew. Substanz = 4,8828 ¢ 
Gef. AgCl = Q,5920 » In Prozenten Cl = 2,7977°/o 
Folgl. Cl = 01365 » 


Schwefel: Die von Katz empfohlene und von Klason 
herriihrende Methode des Verbrennens der Substanz im Sal- 
petersdurestrom konnte wegen mangelnder Platinapparate nicht 
benutzt werden. Is wurde deshalb so verfahren, da die 
Substanz zunichst mit verdiinnter, dann mit konzentrierter 
Salpetersiure auf dem Wasserbad zerstOrt wurde. Nach dem. 
Verdampfen der Salpetersaiure wurde der Riickstand unter Zu- 
satz einer Losung von Soda und etwas Salpeter eingetrocknet 
und vorsichtig verascht. Man bekommt auf diese Weise nur 
wenig Alkalisalze in die auszufallende Losung. Das Baryum- 
sulfat wurde trotzdem noch durch Losen in’ konzentrierter 
Schwefelsiure und Ausfiillen durch Verdiinnen mit Wasser 


gereinigt. 


[. Angew. Substanz = 1,9960 ¢g 
Gef. BasoO, Q,3280 » In Prozenten S = 2,2612/o | 
Folgl. S - OO F 
Il. Angew. Substanz 4.6760 g 
Gief. BasQ, O9616 » In Prozenten S == 2,5214°/o 
Folgl S 0.1302 » 


Zusammenfassung, 
Kurz zusammengefabt lieBen sich bisher folgende Tat- 
sachen feststellen: 
Der Octopusmuskel ist bei einem Wassergehalt von 77,3°/o 
und Stickstoffgehalt von 13,13°/o0 ausgezeichnet durch seinen 


Taurinreichtum. 








* ee , , ‘ 
Beitriige zur Muskelchemie der Octopoden. ‘D3 


Er enthalt mindestens 0,5°/o Taurin. 

Kreatin oder Kreatinin fehlen im Muskel. 

Die extrahierbaren Purinbasen scheinen fast ganz aus Hypo- 
xanthin zu bestehen, und zwar in einer Menge von ca. 0,03 °/o. 

Der Gesamtpurinbasenstickstoff betriigt 0.0456 °/o. 

Es fehlen Harnstoff, Hexonbasen und Amidosiiuren, speziell 
Glykokoll. 

Kine unbekannte Base konnte in Form ihres Platinsalzes 
isoliert, aber bisher nicht niaher charakterisiert werden. 

Der Ammoniakgehalt des Muskels betriigt in Milligrammen 


Fleischmilehsiiture fehlt dem Muskel offenbar ganz, dage- 
gen wurden sehr geringe Mengen (0,01°/o) Garungsmilchsiure 
cefunden. 

Kinen Reservestoff in Form von Glykogen kann der Muskel 
nicht enthalten. 

Der Octopusmuskel ist ungleich reicher an anorganischen 
Salzen als der Wirbeltiermuskel. 

Die Kaliumsalze tiberwiegen trotz des HKeichtums an 
Natriumsalzen. 

Auffallend ist der hohe Schwefelgehalt des Muskels, der 
etwa dreimal so grof ist als bei den Wirbeltieren. 
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Zu den Versuchen von Kutscher und Seemann iiber die Oxy- 
dation der Nucleinséuren mit Calciumpermanganat. 
Von 
Richard Burian. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Januar 1905.) 


Kutscher und Seemann haben vor einiger Zeit!) mit- 
geteilt, dat sie durch Oxydation der purinbasenreichen Thymus- 
nucleinsiiure mit Calciumpermanganat keine Spur von Harn- 
siiure erhalten konnten, und das Gleiche berichteten sie spiiter *) 
fiir die Hefenucleinsiiure. Dies Resultat hat die Verfasser 

auberordentlich tiberrascht» und sie zu der Vermutung 

gefiihrt, dab die Harnsiiture im Siaugetierkorper nicht 
durch Oxydation von Purinbasen, sondern synthetisch 
entstehe. 

Jeder mit dem Gegenstande einigermaben Vertraute hiitte 
indessen das negative Ergebnis des von Kutscher und See- 
mann unternommenen Versuches ohne weiteres voraussagen 
kOnnen. Seit Dezennien weil man, dab Harnsiiure durch 
Kaliumpermanganat iuberst leicht vollstandig zerstort 
wird. Dies ist schon in der Kiilte der Fall: und zwar ent- 
steht hierbei —- je nach den gewiahlten Bedingungen — ent- 
weder Allantoin®) oder Uroxansiiure. 4) Fiihrt man die Oxydation 
in der Wiirme durch, so unterliegen die genannten Substanzen 
noch einer weiteren Zersetzung zu Harnstoff und Oxalsiiure. 
Auf diesen Tatsaechen beruht einerseits das gebriiuchlichste 
Verfahren der Allantoindarstellung, andererseits eine manchmal 


‘) Berichte der Deutschen chem. Gesellschaft, Bd. 36, S. 3023. 
*) Zentralblatt fiir Physiologie, Bd. 17, 8. 715. 


*) Glaus. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 7, S. 227. 


4) Sundwick. Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 335, u. Bd. XLI, S. 343. 
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zur quantitativen Bestimmung der Harnsaure beniitzte Methode. 
Kutscher und sein Mitarbeiter haben nun die Nucleinsiiuren 
(bei schwach alkalischer Reaktion) in der Siedehitze so- 
lange mit Calciumpermanganat behandelt, bis «die 
Entfirbung des Permanganates wihrend des Siedens 
erst nach einiger Zeit erfolgte». Und dann erwarteten 
sie noch Harnsiure zu finden! Das Irrige in der ganzen 
Anlage dieses Versuches liegt so klar zutage, dab ich es fiir 
iiberfliissig erachtet hatte, besonders darauf hinzuweisen, wenn 
nicht in viel gelesenen Biichern, deren Verfassern die oben 
besprochenen chemischen Tatsachen unbekannt zu sein scheinen, 
die Arbeit von Kutscher und Seemann alles Ernstes zitiert 
und als Gegenargument gegen die oxydative Bildung der Siiuge- 
tierharnsiiture angefiihrt wiirde. !) 

Dab Kutscher und Seemann als Oxydationsmittel nicht 
Kalium-, sondern Calciumpermanganat beniitzten, ist hin- 
sichtlich der oxydativen Wirkung natiirlich vollkommen gleich- 
ciiltig. Zum Uberflusse habe ich aber auch noch ein Experiment 
angestellt, in welchem 6 g Harnsiiure genau nach dem von 
Kutscher und Seemann angewandten Verfahren bei Gegen- 
wart von etwas Natriumkarbonat in der Siedehitze mit Calcium- 
permanganat behandelt wurden. Die vom Manganschlamm be- 
freite Flissigkeit enthielt hiernach — wie selbstverstiéndlich — 
keine Spur von Harnsiiure, dagegen lieferte sie 2,7807 g 
Harnstoff und 1.3879 g Calcitumoxalat. 

Zur Oxydation der genannten Harnsdiuremenge wurden 90 ccm 
einer 10°oigen Lésung von Calciumpermanganat verbraucht. Die Dar- 
stellung des Harnstoffes und die Bestimmung der Oxalsiiure erfolgte in 
gesonderten Portionen der Fliissigkeit nach bekannten Methoden. Der 
Harnstoff wurde durch N-Bestimmung (gefunden: 46,47° 0 N) und durch 
Uberfiihrung in Biuret identifiziert. 

Kutscher und Seemann hatten somit durchaus nicht 
Ursache, -iiberrascht» zu sein; sie mufSten vielmehr erwarten, 
keine Harnsiiure zu finden, selbst wenn bei der Oxydation der 
Nucleinsiiuren mit Permanganat intermediar Harnsiure ent- 

‘) Vel. Cohnheim, Chemie der Eiweifkérper, 2. Auflage, Braun- 
schweig 1904, S. 212. 
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stehen sollte. Ob dies wirklich der Fall ist, kommt tbrigens 
fiir die Beurteilung der physiologischen Verhialtnisse gar 
nicht in Betracht: die durch ein besonderes Enzym ver- 
mittelte oxydative Bildung der Harnsaure im Saugetier- 
kérper ist — wie auch die in der folgenden Abhandlung_ be- 
schriebenen Experimente von neuem bestiitigen — eine vollig 
auBer Zweifel gestellte Tatsache, die durch das Ergebnis 
von Permanganatversuchen an Sicherheit weder gewinnen noch 
verlieren kann. 














Uber die oxydative und die vermeintliche synthetische Bildung 
von Harnsaure in Rinderleberauszug. 


Von 


Richard Burian. 
Mit acht Kurvenzeichnungen. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Januar 1905.) 


Durch die im AnschluB an die grundlegenden Horbac- 
zewskischen Experimente!) ausgeftihrten schOnen Untersuch- 
ungen von Spitzer?) und von Wiener) ist mit voller Sicherheit 
erwiesen, dali die Ausziige verschiedener Saugetierorgane, ins- 
besondere die der Leber und der Milz, eine spezifische Oxy- 
dase enthalten, die bei Kérpertemperatur und Gegen- 
wart von Sauerstoff Hypoxanthin und Xanthin zu Harn- 
siure zu oxydieren vermag, und die ich deshalb im nach- 
folgenden als « Xanthinoxydase» bezeichnen will. Auch Adenin 
und Guanin werden, wie Schittenhelm‘) gezeigt hat, durch 
die oxydasehaltigen Organextrakte in Harnsaure umgewandelt, 
jedoch erst nachdem sie zuvor durch ein Desamidierungsferment 
der Ausziige (die Guanase von Jones und Partridge)®) in 
Hypoxanthin resp. Xanthin tibergefiihrt worden sind. Nuclein- 
siuren und Nucleoproteide erleiden in den Extrakten zuniichst 


') Monatsh. f. Chem., Bd. 10, S. 624, und Bd. 12, 5. 221. 

*) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 76, S. 192. 

*) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 42, 8. 373; vgl. besonders 
Tabelle IX, Versuch 38, S. 397. 

‘) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 251, und Bd. XLIII, S. 228. 

Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 343. Vgl. ibrigens auch Burian 

und Walker Hall, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 372 u. 382, und 
Burian, Ergebnisse der Physiologie, Bd. 3. I., S. 85, wo bereits darauf 
hingewiesen ist, dafs beim laingeren Stehen von Organausziigen in der 
Warme die Aminopurine derselben zu Oxypurinen desamidiert 


werden. 
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eine Zersetzung unter Abspaltung der Purinbasen: diese letzteren 
unterliegen dann (eventuell nach vorausgehender Desamidierung) 
vleichfalls der Oxydation zu Harnsiure (Schittenhelm),. 

Ich habe nun die Einwirkung der Xanthinoxydase des 
‘\inderleberauszuges auf zugesetztes Nanthin messend ver- 
folgt. Fiir eine derartige Untersuchung sind die gewOhnlichen, 
in der Wirme hergestellten Extrakte nicht zu verwenden, 
weil in ihnen stets erhebliche Quantitéten von Purinbasen — 
und zwar wechselnde Gemische verschiedener Basen — zu- 
gegen sind, und weil tiberdies aus den in den Ausziigen ent- 
haltenen Nucleoproteiden wahrend der Digestion noch weitere 
Purinbasenmengen abgespalten werden, sodab die Festsetzung 
der in Rechnung zu ziehenden Konzentrationen ganz unmoglich 
ist. Man wird diesem Ubelstande heute am besten dadurch 
abhelfen, dafB man die XNanthinoxydase zunichst mit Ammon- 
sulfat aussalzt, wodurch sie nach Schittenhelms bedeutsamer 
Kntdeckung von den Nucleoproteiden und Purinbasen der Ausziige 
getrennt werden kann. Bei meinen Versuchen ist von diesem Ver- 
fahren noch nieht Gebrauch gemacht, da sie bereits einige Zeit 
vor Schittenhelms einschliigigen Verdffentlichungen 
ausgefiithrt wurden. Ich habe vielmehr ein anderes einfaches Mittel 
zur Umgehung der erwiihnten Schwierigkeit beniitzt, das wenig- 
stens bei Rinderleber vollkommen zu dem gewiinschten Ziele fiihrte. 

Wie mich eine zufillige Beobachtung lehrte, kann man 
niimlich bei Anwendung dauernder guter Eiskiihlung aus 
Rinderleber mittels Chloroformwasser (1 Gewichtsteil Leber- 
brei +- 2 Gewichtsteile Chloroformwasser) unschwer Ausziige 
bereiten,!) die nur sehr geringe Quantitiiten von Purin- 
basen — hochstens den 3. bis 4. Teil der in gewohnlichen 
Kxtrakten vorhandenen Menge — und nur Spuren von 
Nucleoproteiden, dagegen gut wirksame Xanthinoxy- 
dase enthalten. Solche purinbasenarme <aktive» Ausziige 
liefern ohne Xanthinkorperzusatz bei Digestion unter O,-Zufuhr 

') Dauerndes Schiitteln oder Riihren des Leberbreies mit dem 
zur Extraktion verwendeten Chloroformwasser ist durchaus tiberfliissig, 
— Die iibrigen Details der Herstellung ziemlich zellfreier Ausziige siehe 
bei Spitzer, 1. c. 196. 
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so gut wie keine Harnsiiure: sie haben deshalb vor den purin- 
basenreichen Extrakten den Vorzug, die Einwirkung der Oxydase 
auf zugesetztes Xanthin oder Hypoxanthin fast ganz rein hervor- 
treten zu lassen und so die Geschwindigkeitsmessung zu er- 
moglichen. Zur Durchfiihrung der letzteren ist es natirlich 
notwendig, nicht blob, wie dies die friiheren Untersucher getan 
haben, die aus der zugesetzten Purinbasis entstandene Harn- 
siiure, sondern auch den jewels tibrig gebliebenen Rest der 
Purinbasisselbst zu bestimmen. — Auber zur Geschwindigkeits- 
messung eignen sich die purinbasenarmen Ausziige, wie wir 
sehen werden, ganz besonders zur Entscheidung der Frage, ob 
neben der oxydativen auch noch eine synthetische 
Harnsiiurebildung in den Rinderleberextrakten vor 
sich gehen kann. 


Methodik. 


In den unten milgeteilten Versuchen erfolgte die Digestion 
der Extrakte in einem auf 40° eingestellten Thermostaten mit 
Chlorealciumregulator. Da es ftir dieZwecke der Geschwindigkeits- 
messung ganz besonders wesentlich erschien, die Wirkung von 
Mikroorganismen auszuschlieben, dureh welche die gebildete 
Harnsaure partiell wieder zersetzt werden konnte,!) so wurden 
die mit Chloroformwasser bereiteten Ausziige vor der Digestion 
noch einmal mit einer reichlichen Menge Chloroform versetzt. — 
Die Proben, bei denen Sauerstoffabschluf beabsichtigt war, 
blieben, mit einer dicken Olschichte bedeckt, in verschlossenen 
Flaschen im Thermostaten stehen. Durch die Proben dagegen, 
bei denen Sauerstoffzufuhr stattfinden sollte, wurde aus einer 
Sauerstoffbombe wihrend der ganzen Dauer der Digestion ein 
kriiftiger Sauerstoffstrom hindurchgeleitet, sodaf die Fliissigkeit 
stets mit Sauerstoff gesiittigt bleiben muBbte. Diese MaBnahme 
ist bei den Geschwindigkeitsmessungen unerliflich, damit die 
Oxvydase wiihrend der Digestion sicher ununterbrochen 
zu voller Wirkung gelangen kénne. — Die zu den Ex- 
trakten hinzugefiigten Purinstoffe waren jedesmal durch die 
N-bestimmung auf ihre Reinheit, gepriift. 


Kreidl, Monatsh. f. Chem... Bd. 14. S. 109. 





Richard Burian, 


Nach Beendigung der Digestion wurden die Ausziige 
behufs Unterbrechung der Reaktion und Vorbereitung fiir die 
bestimmungen — in das mehrfache Volumen siedender Koch- 
salzlosung eingegossen !) und unter Zusatz von etwas Essigsiiure 
koaguliert. Sowohl in der Fliissigkeit als auch im Koagulum 
wurde der Purinkorpergehalt ermittelt. 

Die Fliissigkeit wurde stark eingeengt, sodann mit etwas 
Natronlauge (aus Natrium bereitetes Natriumhydrat!) aufgekocht 
und rasch filtriert. In dem mit Salzsiiture angesiiuerten, er- 
kalteten Filtrat wurde die Harnsiiure nach dem (zum ersten Male 
von v. Schroder?) auf Organextrakte angewandten) Ludwig- 
Salkowskischen Verfahren bestimmt. Die abgeschiedene «Roh- 
harnsiure», dig iibrigens meist ohne weiteres in den fiir reinste 
Harnsiiure charakteristischen hexagonalen Tafelehen auskristal- 
lisierte, wurde zur endgiilligen Reinigung nach dem Vorgange 
von Horbaczewski) aus konzentrierter Schwefelsiiure (2cem 
pro O,1 g Rohharnsiiure) mit dem vierfachen Volumen Wasser 
umgefiillt. — Zur Ermittelung des’ Purinbasen-N in den ver- 
einigten Mutterlaugen der Roh- und Reinharnsiiure diente die 
von mir an anderer Stelle*) beschriebene Modifikation der Sal- 
kowskischen Methode. 

Das Koagulum wurde behufs Prifung auf etwa_ einge- 
schlossene Harnsiiure und Purinbasen in viel verdiinnter, siedender 
Natronlauge (aus Natrium bereitetes Natriumhydrat!) gelést, die 
Fliissigkeit sodann in der Siedehitze mit Essigsiiture schwach 
angesiiuert und von den hierdurch neuerlich ausgefallten Eiweib- 
substanzen durch einen Heibwassertrichter abfiltriert. Das Filtrat 
wurde nach den oben genannten Methoden auf Purinstoffe ver- 
arbeitet. Indessen lieben sich nur bei jenen Proben, zu welchen 
die Purinsubstanzen in besonders reichlicher Menge (Tabelle 
HI, Extrakt I, Probe F), oder aber in ungeléster Form (Tabelle 
I, Extrakt Il, Proben E und F, und Tabelle I], Extrakt I, Proben 

') Daf’ die Wirksamkeit der Xanthinoxydase durch Aufkochen ver- 
nichtet wird, ist zuerst von Wiener, lL. c. 392, nachgewiesen worden. 

?) Festschrift fiir Carl Ludwig, S. 89. 

Diese Zeitschrift, Bd. XVII, S. 341. 


*) Archiv f. die ges. Physiol., Bd. 80, 5. 283. 
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A—D) hinzugefiigt worden waren, aus dem Koagulum noch grobere 
oder geringere Quantitiaten von Harnsiure, resp. basen gewinnen. 
Beziiglich der in diesen Fiillen erhaltenen Rohharnsiiure sei bemerkt, 
dah sie gewOhnlich noch mit etwas eiweibartiger Substanz ver- 
unreinigt war. Zur Beseitigung derselben wurde das Produkt 
in warmer Ammontiakflissigkeit aufgenommen und die abgekiihlte 
Losung fiir mehrere Stunden in Eis gestellt: das Eiweil bleibt 


ar ae RON 


hierbei in Losung, wahrend das harnsaure Ammon quantitativ 
auskristallisiert. Das letztere wurde in Harnsiiure iibergetiihrt, 
und diese hieraut der Schwefelsiiurebehandlung nach Horbac- 
zewski unterworfen. Daf dies Verfahren fiir quantitative Zwecke 
brauchbar ist, ergibt sich aus den in Tabelle Il fiir die Proben 
A und B angefiihrten Harnsiiurezahlen. 

Die aus den digerierten Ausziigen erhaltene Harnsiiure wurde 
| in jenen Fallen, wo ihre Menge hierzu ausreichte, der N-Be- 
stimmung unterzogen. Es lat sich dadurch indessen ebenso- 
{ wenig, wie durch die C- und H-Bestimmung, eine geringfiigige 
F Verunreinigung der Harnsiiure durch Purinbasen mit Sicherheit 
ausschlieBen.!) Kin zuverlissiges Kriterium hierfiir lefert hingegen 
die Untersuchung der gewonnenen Produkte mit Diazobenzol- 
sulfosiure, weil sich dabei selbst sehr unbedeutende Purin- 





basenbeimengungen durch Rotfarbung verraten.?) Der Empfind- 
lichkeitsgrad der Reaktion und die bei Ausfiihrung derselben 
zweckmiibig einzuhaltenden Konzentrationsverhiiltnisse lassen 
sich aus nachfolgender Zusammenstellung entnehmen: 


1. Reine Harnsiiure. 


—— 


¢ Harnsdiure, gelést in 250 ccm 8®%/oiger Natronlauge: 





Diazoreaktion negativ. 


= 


— 
~ 
= 


@ Harnséure, gelist in 50 cem 8*/oiger Natronlauge: 


Diazoreaktion negativ. 
2. Harnsdure. mit Xanthin verunreinigt. 


1 g Harnsiéure ) geldst in 50 ccm 8°%/oiger Natronlauge 
-++-0,02 » Xanthin§ f Diazoreaktion negativ. 


1 g Harnséure ) gelést in 2500 ccm S°/oiger Natronlauge : 
+-0,05 » Xanthin J Diazoreaktion negativ. 


- 


') Vel. Wulff, Diese Zeitschrift, Bd. XVII, 5S. 639. 


7) Vel. Burian. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 37, S. 696 
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1 « Harnsiure ) gelést in 50 ccm 8°%/oiger Natronlauge : 
0.05 » Xanthin f Diazoreaktion deutlich positiv. 
3. Harnsiiure, mit Guanin verunreinigt. 

1 g Harnsiure ) gelost in 50 cem 8° ciger Natronlauge: 
0.02 » Guanin f Diazoreaktion schwach positiv. 
| g Harnsiure ) geldst in 250 ccm 8° oiger Natronlauge: 

-0,05 » Guanin f Diazoreaktion schwach positiv. 

| ¢ Harnsiiure ) gelist in 50 ccm 8°/oiger Natronlauge : 

_Q0O5 » Guanin f Diazoreaktion intensiy. 

Aus dieser Zusammenstellung ergibt sich folgende Vor- 
schrift. fur die Untersuchung von Harnsiiure auf etwa_ beige- 
mengte Purinbasen: Man lose O,1 g der Substanz in 5 cem 
heiber verdinnter Natronlauge und fiige nach dem Er- 
kalten ein wenig Diazobenzolsulfosiiure hinzu: eine 
Verunreinigung mit nur 0,002—0,003 g Guanin oder 
O005 ¢ Nanthin, welche sich in den N-, C- und H- 
Werten gar nicht auspragen konnte, wiirde sich dabei 
bereits durch deutliche Rotfarbung zu erkennen geben. 

Auf solche Art gepriift, erwies sich die aus den digerierten 
Ausziigen gewonunene Harnsiiure in allen Fiillen als frei von 
leglicher Purinbasenbeimengung. 

Ks bietet sich hier Gelegenheit, emer irrigen Ansicht entgegen- 
zulreten, die H. Pauly kirzlich in einer aus Kossels Laboratorium 
stammenden Arbeit') beziiglich der Diazoreaktion geiéiufert hat. Pauly 
stellt es als zweifelhaft hin, ob die Diazokérperderivate der Imidazole 
wirklich Diazoaminoverbindungen seien. «Mir scheint,» so schreibt 
er, «in Ansehung ihrer Bestiindigkeit in saurer Losung die Moglichkeit 
nicht ausgeschlossen, daf§ in ihnen, &hnlich wie beim Pyrrol, echte 
Azokorper...... vorhegen.» 

Hierzu bemerke ich, daf§ allerdings vor meiner diesbeziiglichen 
Veréffentlichung meines Erachtens keine Berechtigung vorhanden war, 
das bis dahin allein bekannte Diazobenzolimidazol mit Sicherheit als 
Piazoaminoverbindung anzusprechen. Eben deshalb habe ich aber die 
verschiedenartigsten Substitutionsprodukte des Imidazols in den Kreis 
der Untersuchung gezogen: es ergab sich Ierbei, daf’ das u-Methyl- 
und das u-Phenylimidazol, das u-Sulfhydryl-a-, B-Diphenylimidazol, die 
lmidazol-a-, 3-Dikarbonsiure, die u-Methyl- und die u-Phenylimidazol- 
t.8-Inkarbonsiure, kurz siaimtliche untersuchten a-,B- und 
u-Substitutionsprodukte des Imidazols mit Diazokorpern zu 


Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 508. 
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(a) HE NH on) 
SCH ul) 


B) HC N 
Imidazol 

reagieren vermoégen, und zwar auch dann, wenn alle drei genannten 
Stellen gleichzeitig besetzt sind, wiihrend die Substitution des Imid- 
wasserstoffatoms im n-Methylimidazol sofort die Reaktionsfihig- 
keit aufhebt. Lassen diese Tatsachen eine andere Deutung zu als 
die, daf\ der Diazorest bei der Reaktion an das Stickstoffatom n herantritt ? 

Ich modchte ferner betonen, dafS ich memals empfohlen habe, «die 
Diazoreaktion etwa allgemein zur Unterscheidung des Imidazolringes vom 
Pyrimidinring zu verwerten», wovor Pauly warnt, und dafs ich die Diazo- 
reaktion auch bei den Purinbasen keineswegs a priori auf deren 
Imidazolring bezog. Erst nachdem ich mich durch die Untersuchung des 
EKinflusses, den Substitutionen auf die Reaktionsfiihigkeit der Purinbasen 
austiben, davon tberzeugt hatte, daf\ die Anlagerung des Diazorestes an 
den Purinkern bei Stelle 7 erfolgt,') habe ich die Diazoreaktion de. 
Purinbasen auf den Imidazolring derselben zuriickgefiihrt. 


Versuchsergebnisse. 


Ks seien zundachst — der Kiirze halber tabellarisch 
einige Resultate mitgeteilt, welche den Unterschied im Ver- 
halten der purinbasenarmen Ausziige einerseits und der gewohn- 
lichen, purinbasenreichen Extrakte anderseits illustrieren (vel. 
die umstehende Tab. 1). 

Die Ergebnisse der Tabelle I lassen sich in folgende 
satze zusammenfassen : 

1. Bei Digestion unter Sauerstoffabsehluf findet so- 
wohl in purinbasenarmen, wie in purinbasenreichen Leber- 
ausziigen, ja selbst bei Purinbasenzusatz, keine merkliche 
Harnsiurebildung statt (siehe Extrakt I], Probe B und C, 
Kolumne a, Extrakt I, Probe B und D, Kolumne a). Zugesetzte 
Purinbasen werden unter diesen Bedingungen unveriindert quan- 
titativ wiedergewonnen (vergleiche bei Extrakt I, Probe D, 
Kol. e mit Probe b, Kol. e). 


') Vel. diesbeziiglich meine Arbeit, Ber. d. Deutsch. chem. Gesell- 


schafi, Bd. 37, S. 696, und meine Zuriickweisung der Steudelschen 
Kritik, Diese Zeitschrift, Bd. XLU, S. 297. 
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2. Bei Digestion unter Sauerstoffzufuhr bilden purin- 
basenreiche Leberausziige sehr erhebliche, purinbasenarme 
dagegen kaum nennenswerte Harnsiiuremengen (siehe 
einerseits Extrakt I, Probe C, Kol. a, andererseits Extrakt II, 
Probe D und E, Kol. a). Bei Purinbasenzusatz jedoch ist die 
Harnsiurebildung unter diesen Umstiéinden nicht blof in den 
purinbasenreichen Extrakten gesteigert (vergleiche bei Ex- 
trakt I, Probe E, Kol. a mit Probe C, Kol. a), sondern eS 
liefern dann auch die urspriinglich purinbasenarmen Ausziige 
ansehnliche Harnsiuremengen (vergleiche bei Extrakt IL, 
Probe F, Kol. a mit Probe D, Kol. a; ferner Probe G, Kol. a 
mit Probe E, Kol. a). 

ks ist demnach sowohl die Gegenwart von Purin- 
basen, wie auch die von Sauerstoff unbedingt erfor- 
derlich, wenn eine Harnsiurebildung in den Leber- 
extrakten vor sich gehen soll. 

3. Bemerkenswert ist das Verhalten der Purinbasen: 
dieselben nehmen bei Digestion unter Sauerstoffliiftung — also 
in jenen Extrakten, in denen sich eine Harnsiiurebildung voll- 
zieht, — stets betrachtlich ab (vergl. z. B. bei Extrakt I, Kol. e, 
die Probe C resp. E mit B resp. D); der Verlust an Basen-N 
ist indessen gréfer, als der Zuwachs an Harnsiiure-N. 
Dieser letztere Umstand, der natiirlich ein Absinken des Ge- 
samtpurin-N (Kol. d) bewirkt, konnte zweierlei Ursache haben: 
entweder erfolgt die Purinbasenzersetzung teilweise durch eine 
Reaktion, die mit der Harnsiurebildung nichts zu tun hat, oder 
aber die aus den Purinbasen entstandene Harnsiiure unterliegt 
selbst wieder einer weiteren ZerstOrung. 

In der Tat zeigen nun die Ausziige von Rinderleber 
bei Gegenwart von Sauerstoff auger dem Vermégen der Harn- 
siurebildung — freilich in geringerem Grade — auch die Fiihig- 
keit, zugesetzte Harnsiure zu zerstoren. Am tibersicht- 
lichsten liegen die Verhiltnisse wieder bei purinbasenarmen 
Extrakten, in welchen die Abnahme der zugesetzten Harnsiiure, 
nicht durch eine spontane Harnsiiurebildung verdeckt, ohne 
weiteres zu Tage treten kann. Fiigt man zu solchen Ex- 
trakten Harnsiure in Substanz hinzu, so erleidet dieselbe 
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bei Digestion unter Sauerstoffdurchleitung allerdings nur eine 
recht geringftigige Verminderung.!) Man darf jedoch nicht auber 
acht lassen, daf} die in ungeldstem Zustande zugesetzte schwer- 
losliche Harnsiture erst wihrend der Digestion allméhlich in 
Losung gehen mub, wobei-sicher niemals vollige Siittigung er- 
reicht wird. — Gelangt die Harnsaure, in (wenig) Alkali 
gelost, zur Verwendung, so nimmt sie bei der Digestion des 
Auszuges sehr betriichtlich ab. Es ist freilich zu beriicksichtigen, 
da in alkalischen HarnsiurelOsungen bei O,-Zufuhr auch ohne 
Gegenwart von Leberextrakt eine oxydative ZerstOrung der 
Harnsiiure statthat:*) indessen ist diese ZerstOrung doch ganz 
erheblich weniger umfiinglich als bei Anwesenheit von Leber- 
extrakt. Zweifellos besitzt also die Rinderleber die 
Fiihigkeit; Harnsiure zu zersetzen, wenngleich in sehr 
viel schwicherem Grade als Hundeleber. 3) 

Belege fiir das Gesagte erbringt Tabelle IL. 

Fir die Proben E—K dieser Tabelle wurden die abgewogenen Harn- 
siiuremengen in je 20 cem ‘a-n Na,CO,-Lésung unter Kochen aufgeldst, 
hierauf je 20 com siedenden Wassers hinzugefiigt, sodann die miéfiig ab- 
cekiihlten Lésungen mit 360 ccm Rinderleberauszug (KE—G) oder Chloro- 
formwasser (H—K) auf 400 cem aufgefiillt. Die digerierten Lé6sungen 
besafien somit in allen Féillen anniihernd die gleiche schwache Alkaleszenz. 

Die (spontane) Harnsiurebildung ist in den fiir die Proben A—F 


angewandten purinbasenarmen Ausziigen — nach den in Tab. I, Extrakt II, 
bei Probe D und E und in Tab. Il, Extrakt Il, bei Probe D, E und F 
angegebenen Harnséiurewerten so gering zu veranschlagen, dafs sie 


den grofen zugesetzten Harnsiiuremengen gegeniiber vollstaéndig vernach- 
liassigt werden kann. 


Bei Digestion unter Sauerstoffabschlufi ist eine Abnahme 
der Harnsiiure tiberhaupt nicht zu konstatieren (vergl. Tab. II, Probe A u. B). 


?) Staedeler, Liebigs Ann., Bd. 78, S. 286. — Nencki u. Sieber, 
Journ. f. prakt. Chem., Bd, 24, 3. 508. — v. Schréder, Ll. ¢., 5. 94. 
Kreidl, Monatsh. f. Chem., Bd. 14, S. 114. 

3 


Daf’ das HarnsiiurezerstOrungsvermibgen der Hundeleber (und 
ebenso der Katzen- und Schweineleber) ein auferordentlich grofes ist, 
wurde bekanntlich durch zahlreiche Untersuchungen festgestellt. Vgl. z. B. 
Chassevant u. Richet, Compt. rend. de la Soc. de biol., X., Bd. 4, 5. 743. 
Jacoby, Virchows Arch., Bd. 157, S. 261. Wiener, Arch. f. experim. 
Pathol. u. Pharm., Bd. 42, S. 357. Ascoli, Pfliigers Arch., Bd. 72, S. 340. 
Burian u. Schur, Pfliigers Arch., Bd. 87, S. 306—318, ete. 
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Die Beobachtung, da{B Rinderleberauszug Harnsiéure zu 
zersetzen imstande ist, steht in Widerspruch zu einer Angabe 


von Jacoby,!) nach welcher Kalbs- und Rinderleber — im 
Gegensatz zu Hundeleber -— kein Harnsaurezerstirungsver- 


mogen aufweisen soll. Diese Angabe erkliirt sich daraus, dah 
Jacoby die das Harnsauredefizit verdeckende spontane Harn- 
siurebildung nicht beriicksichtigte, welche in seinen zwei 
Experimenten eine nicht zu unterschiitzende Rolle  gespielt 
haben diirfte.2) In Anbetracht des letzteren Umstandes darf 
man, da Jacoby die zugesetzte Harnsaéure nur eben quanti- 
tativ (95—97% 0) wiederfand, sogar mit ziemlicher Sicherheit 
schliefben, daB auch in diesen Versuchen eine geringgradige 
Harnsidurezersetzung stattgefunden hat. 

Mit der Tatsache des HarnséiurezerstOrungsvermégens der Rinder- 
leber steht im Einklang, daf\ zu Rinderleberauszug hinzugefiigte Purin- 
basen bei der Digestion mit O, bisher niemals quantitativ als Harn- 
siiure wiedergewonnen wurden (vgl. z. B. Spitzer, Pfligers Archiv, 
Bd. 76, S. 198, Vers. 7, Schittenhelm, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 258, 
Vers. &), wiihrend bei Extrakten aus Kalbsmilz, denen die Befaihigung 
zur HarnsiurezerstOrung abgeht, bereits mehrmals vollstandige Uber- 
fiihrung der zugesetzten Purinbasen in Harnsdure beobachtet worden ist 


(z. B. Spitzer, |. c. 197, Vers. 6, Schittenhelm, 1. c. 256, Vers. 1). 


Nach dem vorstehenden liegt es nahe, anzunehmen, dab 
die bei der Digestion von Rinderleberextrakt mit Sauerstoff 
regelmiibig zu konstatierende Gesamtpurinabnahme lediglich 
durch die ZerstOrung der aus den Purinbasen entstehenden 
Harnsiiure bedingt ist, dafi die Purinbasen selbst aber aus- 
schlieBlich in Harnsiiure tbergehen und keinerlei anders- 
artige Umwandlung erleiden. Wirklich werden nun die 
Folgerungen, die sich aus dieser Annahme fiir den zeitlichen 
Verlauf des Prozesses ableiten lassen, durch die Erfahrung 
vollauf bestitigt. Am einfachsten gestaltet sich die Untersuchung 
bei jener Basis, die der Harnsiiure bereits am nachsten steht, 


') Virchows Archiv, Bd. 157, S. 261. 

*) Jacoby arbeitete mit einer Suspension von Leberbrei in 
Chloroformwasser, in der die spontane Harnsiiurebildung allermindestens 
ebenso grofs sein muf, wie in den gewohniichen purinbasenreichen 
Leberextrakten. 
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beim Xanthin.') Hier gelingt es, bei Verwendung moglichst 
purinbasenarmer Ausziige unschwer festzustellen: 

1. DaB das allmihliche Verschwinden des Xanthins 
wihrend der Digestion einzig und allein durch Uber- 
fihrung desselben in Harnsiiure zustande kommt; und 

2. daB die gesamte im Extrakte gebildete Harn- 
siure so gut wie ausschlieBlich aus der Oxydation des 
Xanthins herstammt. 

Unter der Voraussetzung, dali diese beiden Beding- 
ungenerfillt sind, und unter der Annahme, daf} die Menge des 


wirksamen Sauerstoffes — d. h. bei gentigender Liiftung also 
die Oxydasenmenge — wiihrend der Digestion unverindert 


bleibt, gelten némlich?) fiir die Oxydation des Xanthins einer- 
seits und fiir die Zersetzung der hierbei gebildeten Harnsiure 
andererseits, da 1 Mol. Xanthin 1 Mol. Harnsiure liefert, die 
Geschwindigkeitsgleichungen 


dx 
= k (a — X) . . . e . . e e an 
dt ‘t 
dy 
: k, (b-x—y ‘ (2) 
df ’ 
worin 
a = mol. Anfangskonzentration : 
ne - \ des Xanthins 
a— x = zur Zeit t herrschende mol. Konzentration J 


x == zur Zeit t (in 100 ccm) umgewandelte mol. Xanthinmenge 
b = mol. Anfangskonzentration l der H f 
) inka : der Harnsiiure 
b-+.x— y = zur Zeit t bestehende mol. Konzentration J 


vy = zur Zeit t (in 100 ccm) zersetzte mol. Harnsiuremenge. 


Ks ist zu bemerken, daB in k, die Konzentration der 
Xanthinoxydase enthalten ist; da dieselbe je nach dem Zu- 
stande der verwendeten Leber und nach der Bereitungsweise 
des Extraktes wechseln kann, so ist klar, daf k, nur fir ein 


') Beim Hypoxanthin und Guanin und mehr noch beim 
Adenin wiirde sich Rechnung und Messung naturgemiff er- 
heblich komplizierter gestalten. 

*) Falls keine Anomalie vorliegt, sondern die gewéhnlichen 
Reaktionsgleichungen erster Ordnung zutreffen — eine Priimisse, deren 
Richtigkeit durch die unten mitgeteilten Messungsergebnisse bewiesen wird. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIII. 34 
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und denselben Auszug eine Konstante sein muf, fiir verschiedene 
Ausziige aber eine verschiedene Grédfe besitzen kann. 


Ks ergibt nun die Integration von (1) 


l a 
k= eis. Ce a Sh) eit) DIRE Ne a ne ne a ree te ce ne re 
' t In aE 29) 
die von (2)!) 
kK, 
y=a-+b— “_— (a — x) -+ C(a — x) me yea Catg in 
Lk, 
k, 
SRO al (a -- b) 
wo C= 71. ist. Bei bekanntem x, y und k, labt 
2 
a“ 


sich k, aus Gleichung (4) durch Ausprobieren ermitteln. 


Ferner folgt aus den Gleichungen (1) und (2) noch, daf 
der Harnsiiuregehalt des Auszuges wiihrend der Digestion — 
von dem niedrigen Anfangswerte b ausgehend — auf ein 
Maximum ansteigen mufB, um sodann wieder abzusinken. 
Denn die Verinderung der Harnséurekonzentration ist nach 
(1) und (2) 

a— x) — k, (b-++ x — y). 


dt ' 


Dieser Differentialquotient mubh positiv. sein, solange 


k, (a—x)>k, (b-++ x — y) ist, er wird 6, d.h. es tritt ein 
Maximum ein, wenn k, (a — x) =k, (b-+ x — y), und er 
wird negativ, wenn k, (a — x)< k, (b + x — y) ist.?) 


‘') Die Integration der Gleichung (2) verdanke ich der Giite des 
Herrn Dr. Freundlich, Assistenten am Ostwaldschen Institut in 
Leipzig. — Vgl. ibrigens auch die Abhandlung von Mellor u. Bradshaw 
Zeitschr. f. physikal. Chem., Bd. 48, 5S. 353, wo das Integrationsresultat 
fiir einen Spezialfall, nimlich fiir b = 0, bereits angegeben ist. 

*) Ubrigens lehrt schon eine einfache Uberlegung, dai bei der 
Digestion einer Purinbasis mit Rinderleberextrakt anfangs, solange die 
Konzentration der Base verhiltnismifig grofs ist, mehr Harnséure durch 
Oxydation entstehen als verschwinden wird, wahrend spater, wenn der 
Basengehalt relativ klein geworden ist, mehr Harnsdure zerstért als neu- 
gebildet werden muf. 
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Die zeitliche Lage und die Héhe des Harnsiure- 
maximums abt sich bei bekanntem k, und k, leicht berech- 
nen. Tritt das Maximum zur Zeit t ein, und ist a — x, die 
Xanthin-, b +- x, — y, die Harnsiurekonzentration des Aus- 
zuges zur Zeit tT, so ergibt sich aus der Bedingung k, (a — x,) 
=k, (b + x, — y,) und aus der Gleichung (4): 


_k 7 
a—x S| pelle ERE 
tT \ CG 


worn C' = —; ist (der Wert von C ist bereits bei 
~~ & 
Gleichung (4) angefiihrt). Da nach der Maximumsbedingung die 
Harnséurekonzentration b-+- x, —y, = : (a — x,) undnach 
2 

Gleichung (1) die Zeit tT = In _“"——, so ist Héhe und Zeit- 
7 rs 

punkt des Harnsaiuremaximums durch Gleichung (5) vollstandig 

bestimmt. 

Die hier entwickelten Gleichungen werden nun durch die 
Ergebnisse meiner messenden Versuche durchaus  bestitigt. 
Bei diesen Versuchen mufte das Xanthin natiirlich in geloOster 
Form zu den (purinbasenarmen) Ausziigen hinzugefiigt werden. 
Es wurde deshalb in soviel 4/2-n Na,CO,-Losung aufgelost, dab 
die zu digerierenden Extrakte durch den Zusatz der Lésung in 
Bezug auf Na,CO, '/4o-normal wurden. Die gleiche Alkaleszenz 
wurde selbstverstiindlich auch in den ohne Xanthinzusatz dige- 
rierten Vergleichsproben erzeugt. 


Da die (kalt bereiteten) Rinderleberausziige neutral reagieren, so 
wird durch den unvermeidlichen Alkalizusatz eine Anderung der Be- 
dingungen gesetzt: wie wir spdter sehen werden (vgl. Tab. V und die 
zugehdrige Konstantenberechnung auf S. 524), beeinfluft der Alkaleszenz- 
grad die Werte von k, und k, ganz deutlich. Dies ist jedoch hier zu- 
naichst gleichgiiltig; an dieser Stelle handelt es sich blof§ darum, ob — 
bei einem beliebigen gleichbleibenden Alkaleszenzgrade — k, und ky, 
wie es die oben aufgestellten Gleichungen verlangen, fiir ein und denselben 
Auszug konstant sind. 


Die Ergebnisse enthalt 
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Tabelle III. 




















0 Di- a b ¢ d 
2 gestions- ar ur 
oer — saueale h gis S- Harn-  Harn- Purin- Gesamt.- 
Extrakt Probe Zusatz — Dureh- aqauel . siure- basen- : ; 
a in siure NY | NV purin-N 
leitung " . , 
stunden mg mg mg |, mg 
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a ee 
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200 ing N) | 
HT. A 0 6 | 331 14) 1841 19,5 
Fur jede 

Probe B 0 ] 6.0 2.0 12.6 14.6 
sso com) ¢ 0 fF 42 l4| 16,4 | 17,8 
Extrakt osname 

ent- D 0 + 1 3,0 1.0 |Spuren 1,0 
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90 « ‘ ' . 

e | OK 0 +. 6 — 0 0 a) 
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| ¢ a , 500 meg a Sai < = 
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. : H (entspr. } 2.5 247.1 | 824 950 | 1774 
Na,CQ,- R42 | 

dike B42 14} ¢ 236,0 | 78,7 | 39,4 | 1181 
Lisung ! mg N) 

Bemerkung: 0,2031 ¢ der bei Probe F des Extraktes I erhaltenen 
Harnsiure zur N-Bestimmung verwendet: 48.2 cem ‘'/10-n Séiure, ent- 
sprechend 0.0675 g N: gef.: 33,24°o N. — Desgl. 0,1512 g der bei Probe H 
des Extraktes Il erhaltenen Harnsaéure: 36,17 ccm ‘/1o-n Saure, ent- 
sprechend 0.05065 g N: gef. : 33,50 9/0 N. 

‘) In der zugesetzten Na,CO,-Lésung waren bei den Proben F—I 
des Extraktes I, sowie bei den Proben G—I des Extraktes II die ange- 





gebenen Xanthinmengen enthalten. 
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Zur Ermittelung von k, und k, aus den in dieser Tabelle 
angefiihrten Zahlen ist es nicht notig, die molaren Harnsiiure- 
und Xanthinkonzentrationen wirklich auszurechnen. Man kann 
vielmehr, weil 1 Mol Harnsiure (C,H,N,O,) und 1 Mol Nanthin 
(CZH,N,O.) die gleiche N-Menge besitzen, unmittelbar die 
absoluten Harnsiiure- resp. Xanthin-N-Werte zur Rech- 
nung bentitzen, da es fiir das Resultat gleichgiiltig ist, ob a, b, 
x und y als solche oder alle mit demselben Faktor multi- 
pliziert in die Gleichungen (3) und (4) eingesetzt werden. 

Der Wert des hier in Betracht kommenden Faktors lift sich leieht 
angeben. Sind in V Kubikzentimetern einer Fliissigkeit M Milligramm 


Harnsiure- resp. Xanthin-N vorhanden, so dafs die Konzentration daran 


M . e a . - > T 
+100 betragt. so ist. da 1 Mol Harnsiiure resp. Xanthin 56000 mg N 


M. 100 


enthalt, die molare Harnsaéure- resp. Xanthinkonzentration m =~) _, 
V - 56000 


M 
560 V- 


multipliziert erscheinen, wenn wir statt der mol. Konzentrationen die ab- 


Es ist somit 560-V der Faktor, mit welchem a, b, x und y 


soluten N-Mengen (in Milligrammen) in die Rechnung einfihren. 

Beziiglich des fiir a eimzusetzenden Wertes steht man vor der 
Wahl, den im Vergleich zum Xanthinzusatz nur geringen urspriinglichen 
Purinbasengehalt der Ausziige entweder ganz zu vernachlissigen, oder thn 
als Xanthin in Rechnung zu bringen. Von diesen beiden — iibrigens 
unerheblichen — Fehlern ist der zweite entschieden der kleinere. Im 
nachstehenden ist deshalb unter 5S60V-a_ stets die Summe des zuge- 
setzten Xanthin-N und des (nach Probe A—C der beiden Extrakte) von 
vornherein vorhandenen Purinbasen-N angegeben. 


Es resultiert so die umstehende Zusammenstellung. 

Die Werte fir k, zeigen dieser Zusammenstellung zufolge 
bei Extrakt I eine befriedigende Konstanz: bei Extrakt Il weisen 
sie allerdings einen geringfiigigen Gang auf: doch handelt es 
sich hier nicht um eine regelmibige Erscheinung, da bei weiter 
unten mitzuteilenden Experimenten, die mit dem gleichen Ex- 
trakte und unter denselben Bedingungen angestellt wurden, 
nichts derartiges zu beobachten ist (vgl. Tab. IV, 8. 520 und 


die zugehorige Konstantenberechnung S. 521). Die fiir k, ge- 
fundenen Zahlen sind bei Extrakt I] vollkommen konstant, bei 
Extrakt I fallt nur der fiir Probe H ermittelte Wert etwas 
aus der Reihe. 
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| eas | l 
. Ver- —. J | B60 VI , t 
Extrakt | suchs-|Probe 560 V a/560 Vb) Io60V- yt); (Un k, k, 
| | | \(a—xX) | stun- 
i rethe | 
| den) 
| I me ieee 33,5 164.7. | 4 [0,645] 0,193 
1 438,79 1.1 i 7 
| Gi | 9,0 262.0 | / 0,640 | 0.180 
| | | 
[uu | la74} 1143 | 4 10.658] 0.269 
2 2: Ss #4 j i mar = -~ — 
™ | J | 238,7| 1,1 | @f 170.7 | f 0.677 | 0.198 
| | | | 
Mittel: 10,655 0,220 
G 140.6 6.4 1 10,352 0.210 
I] > H 200.0 1.5 95.0 24.1 2.9 $0,300 , 0.200 
| 39.4 | 83.4 | 6 0.270 0.200 
Mittel: |0,307 0,203 





Beachtung verdient, dab die Geschwindigkeitskon- 
stante der Xanthinoxydation fiir Extrakt Il nicht halb 
so grob ist, wie fiir Extrakt I: da im itibrigen alle Versuchs- 
bedingungen die namlichen waren, so mub man hieraus schlieBen. 
daly Extrakt Il einen geringeren Gehalt an Nanthinoxy- 
dase besab, als Extrakt |, obzwar beide Ausziige moglichst 
in der gleichen Weise und mit den gleichen Mengeverhiltnissen 
(2 Teile Chloroformwasser auf 1 Teil Leberbrei) hergestellt 
waren. Um so auffallender ist es, dab die Geschwindigkeit 
der Harnsiiurezerstérung in beiden Extrakten annahernd 
dieselbe Grobe zeigt. Dies weist darauf hin, dab die Harn- 
siturezersetzung in den Rinderleberausziigen nicht 
durch dasselbe Ferment bewirkt wird, durch welches 
die Oxydation der Purinbasen zu Harnsaure erfolgt. 
Weitere Resultate, die zu der niimlichen Schlubfolgerung fihren, 
sind unten mitgeteilt. 


') HHO V-y ist der zerstOrte Harnsiiure-N oder, was nach 
unseren Voraussetzungen dasselbe ist, der verschwundene Gesamt- 
purin-N, und wird gefunden, indem man von dem_ urspriinglichen 
Gesamtpurin-N, 560 V-(a-+b), den zur Zeit t vorhandenen Gesamt- 
purin-N abzieht. 
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Ks mufs hervorgehoben werden, dafs der fiir k, gefundene durch- 
schnittliche Wert derselbe ist, der sich auch aus den HarnsiiurezerstOrungs- 
versuchen, speziell aus den Harnsiurezahlen der Proben E, F und G 
der Tabelle Il ergibt. Diese Zahlen, die bei dem gleichen Auszuge 
und dem gleichen Alkaleszenzgrade gewonnen sind, wie die Zahlen 
der Proben G, H und I des Extraktes I] der Tabelle Hl, lefern fiir die 
Geschwindigkeit der Harnsiiurezersetzung die Konstanten 0,200 (E und F), 
resp. 0186 (G). 


Um uns von dem — fiir eine ganze Klasse von Reak- 
tionen mit Folgewirkung!) typischen —- Gesamtverlaufe 


des Prozesses ein durch Kurven fixierbares Bild machen zu 
kOnnen, wollen wir nun noch fiir alle drei Versuchsreihen 
nach Gleichung (5) Zeitpunkt und Hohe des Harnsiituremaximums 
berechnen. Beniitzen wir hierzu die oben angefiihrten Mittel- 
werte von k, und k, so erhalten wir folgende Zahlen: 








| | 
fersuchs- 560 V (i Xx 1560 V (b--x_—y 
Extrakt ee | - e r) ; ial tis Saad 5) ’ 
reihe — |{Purinbasen-N in mg| {Harnsiiure-N in mg]| in Stunden 
{| MIL }] 
| I 199 261.3 2,59 
| 2 46.6 142.6 2.59 
lI 3 58.3 90.4 3.98 


In Extrakt II tritt also seiner geringen Wirksamkeit halber 
das Harnséuremaximum erst nach 4 Stunden ein, wihrend es 
in Extrakt I bereits nach 2)/2 Stunden erreicht ist. 

Unter Zuhilfenahme der obigen Zahlen lassen sich die 
Kurven der drei Versuchsreihen leicht konstruieren. 

Zum Verstiindnisse der auf der néichsten Seite folgenden 
Kurvenpaare sei bemerkt, dab der zwischen Abszisse (Zeit) und 
unterer Kurve eingeschlossene Ordinatenabschnitt den Harn- 
siiure-N, der zwischen den beiden Kurven eingeschlossene Or- 
dinatenabschnitt den Purinbasen-N bedeutet. Die untere Kurve 
stellt somit die Zu- und Abnahme der Harnsiiuremenge, die obere 
das durch die Harnsiiurezersetzung bewirkte kontinuierliche 
Absinken des Gesamtpurinquantums dar. Die durch die Be- 


') Namlich fiir jene Fille, in denen k, und k, micht allzu weit 


differieren, sondern derselben Gréfenordnung angehdren. 
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<timmungen gegebenen Punkte sind mit o, die durch die Berech- 
nung des Maximums erhaltenen Punkte mit x bezeichnet. — 
Die geringere Geschwindigkeit der Xanthinoxydation in Extrakt I] 
(3. Versuchsreihe) driickt sich durch einen gestreckteren Ver- 


lauf der Kurven aus, 





Ll Versuchsreihe 


q 
4 
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Die Ubereinstimmung, die nach den mitgeteilten und den 
weiter unten folgenden Resultaten zwischen Versuchsergebnis 
und Rechnung besteht, beweist, dai die Voraussetzungen der 
letzteren richtig sein mtissen. Diesen Voraussetzungen zufolge 
stammt die im Extrakte gebildete Harnsiiure so gut wie aus- 
schlieblich aus der Oxydation des Xanthins. Denn es wiire 
ja in Gleichung (2) die Harnsiiurekonzentration b -- x — y un- 
richtig angesetzt, wenn auber der umgewandelten Nanthinmenge 
x noch weitere Harnsiurequellen zu berticksichtigen wiiren. 
Dann konnte aber auch die Messung fiir kK, unmodglich konstante 
Werte ergeben. Eine Harnsiiurebildung durch irgend einen 
anderen Prozeb als den der Purinbasenoxydation, eine «syn- 
thetische» Harnsiiturebildung, laBt sich also bei der Di- 
gestion von XanthinkOrpern mit purinbasenarmen Rinderleber- 
auszugen nicht nachweisen. Hiermit steht im besten Kinklange, 
dafi die purinbasenarmen Extrakte ohne Xanthinkorperzusatz 
lberhaupt keine nennenswerten Harnsaiuremengen produzieren, 

Dies besagt nun aber keineswegs, dai Rinderleberauszug 
die Faligkeit zur synthetischen Harnsiiurebildung gar nicht 
besitzt: es bleibt vielmehr noch die Moglichkeit offen, dab blob 
die Ausgangsmaterialien fiir die Harnsauresynthese in den 
Extrakten nicht oder nur in sehr geringen Mengen zugegen sind. 
Als solche Ausgangsmaterialien betrachtet Wiener!) Tartron- 
und Dialursiure, weil die bei der Digestion purinbasenhaltiger 
Rinderleberausziige vor sich gehende Harnsiiurebildung durch 
den Zusatz dieser Substanzen merklich gesteigert wird — eine 
Erscheinung, die Wiener auf synthetische Entstehung von 
Harnsiiure aus der zugesetzten Tartron- oder Dialursiiure zu- 
ruckfiihrt. Ist diese Ansicht zutreffend, so ist zu erwarten, 
dafi auch bei Digestion purinbasenarmer Extrakte mit Tartron- 
oder Dialurséure eine deutliche Harnsiiurebildung eintreten werde. 

Bei Versuchen, weiche ich in dieser Richtung unternommen 
habe, ergab sich nun ein hoéchst tiberraschendes Resultat. 
Digeriert man purinbasenarmen Rinderleberauszug ohne Xan- 
thinkOrperzusatz unter O,-Zufuhr mit Tartron- oder Dialur- 
saure, so zeigt sich keine Steigerung der Harnsaure- 





') Hofmeisters Beitriige, Bd. 2, S. 42. 
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bildung, die letztere ist vielmehr ebenso geringfiigig, wie bei 
Abwesenheit der Tartron- resp. Dialursiure. Anders, wenn man 
den Auszug zuvor mit Xanthin versetzt hat, dann erhalt man 
bei der Digestion mit Tartron- oder Dialursiure (falls die Ver- 
suchsdauer nicht zu grof ist) regelmibig mehr Harnsiiure, als 
bei der Digestion des xanthinhaltigen Auszuges allein. Mit dieser 
Harnsiiturevermehrung ist bemerkenswerterweise stets eine Ver- 
minderung der Menge des tibrig bleibenden Xanthins 
verbunden. Dieser Umstand spricht daftir, dali die Wirkung des 
Tartron- resp. Dialursiurezusatzes in einer Beschleunigung 
der enzymatischen Xanthinoxydation besteht; in der 
Tat lehrt die genauere Untersuchung, dafi dem so ist. Die Ge- 
schwindigkeit der zweiten hier in Betracht kommenden Reaktion, 
nimlich der Harnsiiurezersetzung, bleibt unveriindert. 

Die Experimente wurden mit dem in Tabelle II als Extrakt II 
bezeichneten purinbasenarmen Auszuge angestellt. Zum Ver- 
sleiche wurde eine Versuchsreihe mit Salicylsiure ausgefihrt, 
weil diese Substanz, Menschen und Siugetieren verfiittert, be- 
kanntlich eine erhebliche Steigerung der Harnsaiureausscheidung 
verursacht: es ergab sich, da auch durch Salicylsaure die 
Xanthinoxydation in den Rinderleberausziigen beschleunigt wird, 
wenngleich in schwiicherem Grade als durch Tartron- oder 
Dialursiiure. 

Die gewonnenen Resultate sind verzeichnet in Tabelle IV. 
Zur besseren Ubersicht seien in dieser Tabelle die bei der 
Digestion des Auszuges oline Salicyl-, Dialur- oder Tartronsaure 
erhaltenen Werte wiederholt, welche bereits in Tabelle Il bei 
Extrakt Il sub D—I angefiithrt wurden. 

Die Versuchsbedingungen waren dieselben wie oben. Es wurden 
wieder fur jede Probe 380 cem des Auszuges (entspr. 190 g Leberbre1) 
verwendet; hinzugefiigs wurden zu den Proben 
D, EK, F je 20 cem ‘e-n Na,CO,-Lésung (s. Tab. I, Extr. Il, Probe D—F), 
DY, E’, F’ je 15 cem '/a-n Na,CO,-Lésung -+- je 5 ccm 'e-n Na,CO,- 


Losung, die 0,6 g Salicylséiure enthielten, 


ca 


! 


Db’ BE’ FY” je 15 cem '/a-n Na,CO,-Lésung je 5 ccm '/e-n Na,CQ,- 
Losung, die 0.3 ¢ Dialursiure enthielten, 

EY FM je 15 cem 4e-n Na ,CO,-Lésung -+- je 5 ccm ‘'/e-n Na,CO.- 

a Fr je] ‘ Na,CO,-Loésung m ‘-n Na,CO, 


Losung, die 0,3 g Tartronsiiure enthielten; 
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ferner zu den Proben 

G, H, I je 20 ccm '/s-n Na,CO,-Lisung mit 0,5 
Extr. Il, Probe G—I), 

G’, H’, Il’ je 15 com */2-n Na,CQ,-Losung mit 0.5 g Xanthin -++ je 5 ccm 


¢ Xanthin (s. Tab. III, 


© 


‘/g-n Na,CO,-Losung, die 0,5 g Salicylsiiure enthielten, 
G’, H’, I” je 15 cem */2-n Na,CO,-Losung mit 0,5 g Xanthin + je 5 cem 
‘z-n Na,CO,-Losung, die 0.5 g Dialursiure enthielten, 
GH“, 1 je 15 cem '/e-n Na,CO,-Lésung mit 0,5 g Xanthin -- je5 ecm 
‘e-n Na,CO,-Lésung, die 0.3 ¢ Tartronsiiure enthielten. 

Durch simtliche Proben wurde wihrend der ganzen Dauer der 
Digestion ein lebhafter Sauerstoffstrom hindurchgeleitet. 

Aus der umstehenden Tabelle ergibt sich, dali die Digestion 
des purinbasenarmen Auszuges mit (Salicylsiiure), Dialursiéure 
und Tartronsiiure allein in allen Fiillen so gut wie wirkungs- 
los war; dafi dagegen bei Anwesenheit von Xanthin in 
den Versuchen mit 1- oder 2! 2-stiindiger Digestionsdauer durch 
den Salicyl-, Dialur- und Tartronsiiurezusatz stets eine erheb- 
liche Steigerung der Harnsiiturebildung bewirkt wurde. 
So lieferte der Extrakt 

bei einer Digestionsdauer von 


1 Stunde 2's. Stunden 


mit 0,5 g Xanthin 0,16 ¢g 0,25 ¢ 
mit 0,5 ¢ Xanthin + 0,5 g Dialursiure 0,22 >» 0,35 > 
mit 0.5 g Xanthin+-0,3 ¢ Tartronsiiure 0,29 >» 0,37 » Harnsiure. 


Mit der durch die Salicyl-, Dialur- und Tartronsiiure ver- 
ursachten Harnsiurevermehrung geht ausnahmslos eine Ver- 
minderung des nicht oxydierten Xanthinrestes Hand in 
Hand (vgl. Kol. e der Tab.), und da diese Verminderung in 
jedem Falle den Harnsiiurezuwachs an Grofe iibertrifft, so finden 
wir den Gesamtpurin-N (Kol. d) in den mit Xanthin +- Salicyl- 
siure, Dialursiiure oder Tartronsiiure digerierten Proben regel- 
miafig kleiner, als in den blof} mit Xanthin versetzten Proben. 

Nach 6 stiindiger Digestion ist eine Harnsiiuresteigerung 
in der salycilsiure- und tartronsaiurehaltigen Probe nicht mehr zu 
konstatieren, dagegen ist die Herabsetzung der Purinbasenmenge 
(und damit des Gesamtpurin-N) auch dann noch deutlich aus- 


gesprochen, sodaB man hierin wohl die sicherste und konstanteste 
Wirkung der gewiihlten Zusiitze erblicken muB. 
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Tabelle IV. 

















| Di- a b c | d 
| | gestions- | H Purin- | 
. | gestions- | > arn- - resamt- 
Probe} Zusatz | ©, Harnsiure) oT. urin- | Gesamt 
| | dauer in | | siure-N  basen-N | purin-N 
| Stunden | mg | mg mg | mg 
D 1 3,0 1,0 | Spuren | 1,0 
; Tes : | ey) 
kK O 4.0 5.1 1.7 0 ‘3 
IK 6 O Oo @) By 
| 
— Sis cdamebiil —|—— oof ” 
I detetiene l 3,7 | 12 | Spuren | 12 
K/ Salicyl- 2.5 ‘$8 | 16 | © | 16 
F’ siiure 6 43 | 14 | o | 1 
. | | | 
| ; ts | ' 
D’’ Je 500 mg I ‘8 | 1,6 | Spuren | 1,6 
| | | 
. . i , inimalste | 
244 vi: _ 9; ‘ ) | minimalste ) 
E Dialur 2,9 65 | 1,8 | Spuren | 1,8 
FY saure 6 49 16 | a) 1.6 
| | 
| | : 
, 9 « — 
Je 500 mg 1 £3 1,4 | 2,2 | 3,6 
BE” § Tartron- 25 58) 18 ' 9 | 148 
| 
Ree saure 6 4.6 | 1,5 5) | 1.5 
: , ‘a a | i 
G Je 500 mg 1 1635 54,5 140.6 | 1951 
Xanthin . - P | sii 
H 2,0 247,1 82.4 99,0 1774 
(entsprechend 
| 184.2 mg N) 6 236,0 | 78,7 394 (18,1 
- | | —___; 
. Je 500 4 > fe | Va) | "7 O | 
(x iidintta Pet oe 1 198.6 66.2 |; 1278 | 1940 
Xanthin ) | 
HH’ (entsprechend 25 2904 96.8 69.0 | 165.8 
184.2 mg N) 
om e 5 4 " ‘ me «6 
q + je 500 mg 6 239 () 77 3 12.8 90,1 
Salicylsiaure ’ 
eu Je 500 mg 1 925 2 75.1 116.4 | 4191.5 
Xanthin 
HY! (entsprechend 25 352.4 117.5 53,2 170,7 
18+,2 mg N) 
Y ea 6 275,7 91.9 8,3 100,2 
Dialursaure 
or, <i ms | 290.7 | 96.9 90,3 187.2 
Xanthin 
vs U (entsprechend = gp 368,6 1229 | 184 | 1443 
i842 mg N) 
cae —_ | ree 
ye + je 500 mg 3 230,0 76.7 19 | 78.6 





Tartronsaure 








Sm 
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Ein vollig klares Bild von dem Einflusse der zugesetzten 
Substanzen gibt uns die Konstantenberechnung, die zu der 
nachfolgenden Zusammenstellung fiihrt: 








560 V-a 200 mg. 560 V-b Ld meg. 
: t in 
Versuchsreihe Probe | 560 V (a—x) 560-y Stun-] k, k, 
den 
S. . % — ite oT 
; 5 = 4 140.6 6.4 l 0,352 | 0.210 
Xanthin allein (vel. die | ’ 2 4 
; | 95 24, 2.5 | 0300; 0.20 
Zusammenstellung auf | , , 3 od mtees 
S. 514) | I 39,4 83,4) 6 0,270 | 0.200 


Mittel: 0,307 0,203 


4, (i 127.8 70 1 0.448 0.200 
Xanthin + Salicyl- H’ 69,0 | 35,7) 2,5 | 0.426| 0,220 
siiure I’ 28 | 11141 6 0448 |) 0.220 


Mittel: | 0,441. 0,213 





~ | | 


5. | er | 1164 10.0) 4 0.541 0,230 
Xanthin + Dialur- | H’ | 53,2 — B08) 25 | 0.530 0,160 
saure ie 8.5 101.3 6 0.537 O174 


Mittel: | 0,536 0,188 


6. Ge | 90.3 | 143) 1 0,794 | 0,245 
Xanthin 1. Tartron- | H‘’” 18.4 ! §=60.2 25 0.953 | 0.250 
siiure [” 19 1229) 6 0.776. 0.204 


Mittel: | 0,841) 0,233 





Diese Zusammenstellung lehrt zuniichst wieder, dafi unsere 
Rechnung auf richtigen Voraussetzungen beruhen mu; denn 
die Werte fiir k, und k, zeigen in jeder einzelnen Versuchsreihe 
mehr oder weniger deutlich die geforderte Konstanz. Vor allem 
aber beweisen die obigen Zahlen ganz unzweideutig, dab die 
Wirkung des Salicylsiiure-, Dialursiiure- und Tartronsiurezusatzes 
in einer Beschleunigung der Xanthinoxydation (k,) besteht: 
die Geschwindigkeit der letzteren erscheint z. B. in den Tartron- 
sdureversuchen (6. Reihe) auf mehr als das Doppelte erhoht. 
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Der Umstand, dai die Harnsiéiurezerstérung (k,) dabei so ziem- 
lich unverandert bleibt, spricht abermals dafiir, daBb die Bildung 
und die Weiterzersetzung der Harnsiéure in den Leberausziigen 
nicht durch ein und dasselbe Ferment bewirkt werden. 

Kir Zeitpunkt und Hohe des Harnsiuremaximums in 
jeder der obigen Versuchsreihen ergeben sich nach Gleichung 
(5) bei Beniitzung der Mittelwerte von k, und k, die nach- 
stehenden Daten: 








Versuchs- 560 Via — x) 560 V(b -t. _- ¥ x) T 
reihe (Purinbasen-N in mg] [Harnsiure-N in mg] | in Stunden 
s * 58,5 90,4 "1,98 
4 49,6 101,7 3,16 
5 39,9 117.6 3,04 
6 34,5 115.5 1,97 


Die Wirkung der Zusiitze kommt auch in diesen Zahlen klar 
zum Ausdruck, am deutlichsten in den Zahlen fiir t: wihrend 
niimlich das Harnsiituremaximum in den Versuchen mit bloBbem 
Xanthin erst nach ca. 4 Stunden erreicht wurde, trat es bei 
Gegenwart von Dialursiure nach ca. 3 und bei solcher von 
Tartronsiiure sogar schon nach ca. 2 Stunden ein. 

Die graphische Darstellung der Versuchsresultate liefert 
uns folgende Kurven, welche in der bereits oben besprochenen 
Weise konstruiert sind. (Das schon auf S. 516 verzeichnete 
Kurvenpaar fiir die 3. Versuchsreihe ist hier nicht wiederholt.) 

Kin Vergleich des Kurvenbildes der 6. Versuchsreihe mit 
jenem der 3. Versuchsreihe (5S. 516) labt die durch die Tartronsaure 
verursachte Beschleunigung der Reaktion ohne weiteres erkennen. 
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Ks erhebt sich nun die Frage: Ist der EinfluB der Salicyl-, 
Dialur- und Tartronsiiure auf eine spezifische Wirkung dieser 
Substanzen oder aber auf die mit dem Zusatz verbundene 
Alkaleszenzabnahme zuriickzufiihren ? Zur Orientierung hier- 
liber wurden mit ein und demselben Extrakte zwei Versuchsreithen 
bei verschiedenen Alkaleszenzgraden angestellt. 

Ks kam hier ein purinbasenarmer Rinderleberauszug zur Anwen- 
dung, durch welchen nach seiner Herstellung zuniichst mehrere Stunden 
lang bei 40° C ein sehr kraftiger Luftstrom hindurchgeleitet worden war. 
Hierdurch wurde die geringfiigige in dem Auszuge vorhandene Purin- 
basenmenge grofenteils in Harnsiure tibergefiihrt, sodaf\ der Extrakt an 
Basen noch irmer, an Harnsiure aber etwas reicher erscheint, als die 
ubrigen in meinen Versuchen beniitzten Extrakte. 

Fir jede Probe wurden 400 ccm Auszug (entsprechend ca. 200 g 
Leberbrei) verwendet: hinzugefiigt wurden zu den Proben 
B, C, | je 25 ccm '/« n-Na,COQ,- fe 75 ccm ‘/a-n Na,CO,-Losung 

I 


EK, F, G) Lésung mit 0,6 g Xanthin ' |je 75 cem Wasser. 


Die Fliissigkeit war somit in den Proben B, C, D ‘'/20-normal. in 
den Proben E, F, G /so-normal in bezug auf Natriumkarbonat; dabei 
besafi aber die Fermentkonzentration in allen Fallen denselben Wert, da 
der Extrakt fiir jede Probe in gleicher Weise auf °/s verdiinnt worden war. 
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[ber die Resultate berichtet 


Tabelle V. 



































G Na,CQ, 








mg N) | +) 6 | 4264 


0,-|Diges-| b ( d 
ve oo + . . . ) = 
p Alkaleszenz-) . . Harn- | Harn- Purin- | Gesamt- 
robe ; Zusatz Durch- tlons- . siiure- basen- : ’ 
grad siiure N N purin-N 
leitang, dauer : : 
| mg mg mg mg 
A O a) 59.5 | 198 9,1 28,9 
B Voo-n Je 500 meg) + 2 379.8 | 126.6 | 61,9 | 188.5 
C jin bezug auffxanthin) + 4 |375,6 1125.2 | 24.4 149.6 
D Na.CQ, aad. 6 316.8 | 105,6 | 82 | 113.8 
E ives sprechend) 1. | 2 | 290.2 | 96,7 | 109,2 | 205.9 
< ; : ea) tieiee iad ~ =a — 
y in bezug aut [84,2 -l. 4. 381.6 | 127,2 | 66.5 | 193,7 


1421 | 33,8 | 177,9 


Bemerkung: 0,2821 ¢ der bei Probe B erhaltenen Harnsiure zur 


N-Bestimmung verwendet: verbraucht 67,32 ccm '/ron-Siure, entsprechend 


0.09425 g N: gef.: 338,41°%o N. 


In welchem Sinne und Grade hier die Xanthinoxydation 


und die HarnsiiurezerstOrung durch den Alkaleszenzgrad beeinflubt 


wurde, dariiber gibt die Konstantenberechnung Aufsehlub: 





D560 Vea 193,3 560 V-b = 19,8 
t in 

Versuchsrethe Probe | 560 V(a—x) | 560 V-y | Stun-] k, k, 
den 















— 


é. 


(‘/zo-n Na,CQ,) 


S. 


(' s0-n Na,CO,) 


B 61.9 24.6 
; 24.4 63,5 
D 82 | 993 
E | 1092 | 7,2 

66.5 19.4 
( 35,8 | 35,2 


Mittel: ]0,538 0,146 


2 0.569) 0.139 
4 0,517 | 0,150 
6 0,527 | 0,149 


| 


2 0.286 0.058 
4 0,267 | 0.056 


6 0,281 | 0.056 





Mittel: | 0,278 0,057 
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Die geringere Alkaleszenz, die in den Proben der &. Ver- 
suchsreihe herrschte. bewirkte also eine betrichtliche Herab- 


setzung der Werte sowohl von k,, wie auch von kg, 


durch welche das Harnsiuremaximum, wie die nachstehenden 
Zahlen lehren, von der 3. bis zur 7. Stunde hinausgeriickt wurde. 








ee 560 Vi 560 V(b -- x , 
Versuchs- 60 (a x.) 60 Vib + x. yx) T 
reihe |[Purinbasen-N in mg| | {Harnsiiure-N in mg] | in Stunden 
7 39.6 130.9 3.16 
& 28,8 141.9 | 6.95 


Die Berechnung ist wieder mit den Mittelwerten von k, und k, 
ausgefiihrt. 

Dies Verhalten priigt sich denn auch in den zugehdrigen 
Kurvenbildern mit aller Deutlichkeit aus. 
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Da somit Alkaleszenzverminderung innerhalb der fiir die 
3.—b6. Versuchsreihe in Betracht zu ziehenden Grenzen eine 
Verzogerung der Xanthinoxydation zur Folge hatte, so kann 
die Beschleunigung der letzteren bei Dialur- oder Tartron- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIIL oo 
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siurezusatz wohl kaum auf der hierdurch bedingten Alkaleszenz- 
abnahme beruhen. Wahrscheinlich liegt vielmehr eine spezi- 
fische Wirkung der genannten Stoffe vor, die in den obigen 
Versuchen den EinfluB der gleichzeitigen Alkaleszenzverringerung 
sogar erheblich iiberkompensiert hat. 

Wie dem iibrigens auch sei, soviel steht jedenfalls auBer 
Zweifel, dab sich die Dialursiure und die Tartronsiure 


in meinen Versuchen nicht — im Sinne der von Wiener 
vertretenen Ansicht — als Ausgangsmaterialien fiir 


eine synthetische Harnséiurebildung erwiesen haben, 
sondern dah sie lediglich durch Beschleunigung der 
Purinbasenoxydation, ahnlich wie Salicylsaure, eine 
Steigerung der von dem Leberauszuge gelieferten Harn- 
siuremenge bewirkten. Mit dieser Erscheinung hatte es 
offenbar auch Wiener zu tun, da er mit gewoOhnlichen, d. h. 
zweifellos stark purinbasenhaltigen Rinderleberextrakten 
arbeitete. 


Résumé. 


Zum Schlusse seien die gewonnenen Resultate noch einmal 
zusammengefabt und die Folgerungen hinzugefiigt, die sich aus 
ihnen fiir die Entstehungsweise der Siitugetierharnséiure 
ergeben. 

Die besechriebenen Versuche bestiétigen zuniichst die be- 
kannten iilteren Angaben, nach welechen Rinderleberauszug 
zugesetztes Xanthin und Hypoxanthin durch Vermit- 
telung eines Enzyms, der Xanthinoxydase, in Harnsaure 
iberzufiihren vermag. Sie lehren ferner, da auch die 

spontane», d. h. ohne Xanthinkorperzusatz erfolgende Harn- 
siurebildung, die bei der Digestion gewohnlicher, in der Warme 
hergestellter Leberextrakte mit Sauerstoff stattfindet, einzig und 
allein durch die enzymatische Oxydation der in den Extrakten an- 
wesenden (freien und gebundenen) Purinbasen zustandekommt. 
Denn purinbasenarme Ausziige, wie man sie unter Kiskiihlung 
leicht bereiten kann, liefern ohne Xanthinkérperzusatz bel 
der Digestion mit Sauerstoff so gut wie keine Harn- 
siure.— Auber dem Vermogen der oxydativen Harnsiurebildung 
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besitzen die Rinderleberextrakte — allerdings in relativ be- 
scheidenem Ausmafie — auch die Fiihigkeit, die entstandene 
Harnsiiure wieder zu zersetzen. 

Der Ablauf der zwei genannten Prozesse liBt sich bet 
Digestion purinbasenarmer Leberausziige mit Xanthin messend 
verfolgen: beide Vorgiinge sind vollstiindig verlaufende 
Reaktionen erster Ordnung. Hieraus ergeben sich fiir die 
enzymatische Oxvdation der Purinbasen zwei nicht unwichtige 
Folgerungen, niimlich: 

1. dai die Xanthinoxydase bei der Reaktion nicht 
merklich verbraucht wird — sonst miifbten die Geschwindig- 
keitskoeffizienten, in denen ja die Oxydasekonzentration enthalten 
ist (vgl. S. 509), einen Gang aufweisen; !) 


2. dab die riickliufige Reaktion — Reduktion der 
Harnsiiure zu Purinbasen — nicht in merklichem Mabe 


vor sich geht.?) 

Das Zusammenwirken von oxydativer Harnsiiurebildung 
und -zersetzung verleiht der Kurve der jeweils vorhandenen 
Harnsdiuremengen in den mit Rinderleberauszug durchgefiihr- 
ten Xanthinoxydationsversuchen einen ganz charakteristischen 
Verlauf. Die Kurve steigt an, solange die Xanthinkonzentration 
so gro ist, daf der Harnsiiurezuwachs in jedem Zeitteilchen 
den Harnsiiureverlust iibertrifft; sie erreicht ihr Maximum, 
wenn die Geschwindigkeiten beider Prozesse gleich geworden 
sind, und sinkt sodann wieder ab, weil die Harnsiiurebildung 
wegen des steten Kleinerwerdens der Xanthinkonzentration immer 
mehr und mehr hinter der HarnsiiurezerstOrung zuriickbleibt. 
Zeitpunkt und Hodhe des Harnsiituremaximums lassen 
sich fiir jede einzelne Versuchsreihe aus den Anfangskonzen- 
trationen und den experimentell ermittelten Geschwindigkeits- 


') Fiir ein anderes Enzym, das Labferment, haben kiirzlich Reichel 
und Spiro, Hofmeisters Beitr., Bd. 6, S. 68, auf ganz anderem Wege 
den gleichen Nachweis erbracht. 

2) Diese Tatsache ist deshalb besonders hervorzuheben, weil 
Kutscher und Seemann kirzlich (Zentralbl. f. Physiol., Bd. 17, 5. 715) 
die giinzlich unbegriindete Vermutung ausgesprochen haben, die Harn- 
siure kénne im Siugetierkérper zu Purinbasen reduziert werden! 


35* 
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konstanten nach einer auf $.511 angegebenen Formel berechnen. 
Die Forme! diirfte auch in anderen Fiillen bei der Untersuchung 
von Reaktionen mit Folgewirkung gute Dienste leisten. 

Der Geschwindigkeitskoeffizient der Harnsaiurezersetzung 
k, wird nicht durch alle Einwirkungen in dem gleichen Sinne 
und Grade beeinflubt, wie jener der Harnsiturebildung k, (vel. 
S.514 und 522): offenbar werden somit die beiden Vorgange 
im Leberauszug durch verschiedene Fermente ausgelost. Dies 
ergibt sich iibrigens schon daraus, dal die Xanthmoxydase auch 
in Organen zu finden ist, denen das HarnsidurezerstOrungs- 
vermogen vollstiindig abgeht, z. B. in der Milz.!) Die Xanthin- 
oxydase mu hiernach die Eigentiimlichkeit besitzen, zwar das 
schwer oxydable Xanthin, resp. Hypoxanthin,?) nicht 
aber die durch gewoOhnliche Oxvdationsmittel so leicht 
zerstOorbare Harnsiiture anzugreifen, wihrend sie also be- 
fiihigt ist, die zvklische Amidinbindung durch Oxydation in zyk- 
lische Harnstoffbindung iiberzufiihren (vgl. die unten stehenden 
Formeln), so vermag sie augenscheinlich nicht, an die Kohlen- 
stoffatome 4 und 5 des Purinkernes unter Losung der Doppel- 








1) HN — CO (6 HN — CO HN — CO 
| | | || 
(2)HC Cd NH (7) OC C—NH OC C—NH 
_ *, My 
CH.8 Pose ~CO 
| | / | 4 
3) N—C(4)—N(Y) HN—C—N HN — C— NH 
Hypoxanthin. Xanthin. Harnsiiure. 
HN — CO 
| | 
OC C/OH) — NH 
SCO 
ve 


HN — C(OH) — NH 

Gemeinsame Vorstufe 

der Uroxansiiure und 
des Allantoins. 


') Bei Versuchen mit Milzextrakt haben Spitzer und Schitten- 
helm, wie bereits erwiihnt, in einigen Fallen die zugesetzten Purinbasen 
quantitativ als Harnséure wiedergewonnen. 

2) Guanin und Adenin sind, wie schon eingangs bemerkt, erst nach 
vorausgehender Desamidierung der Einwirkung der Xanthinoxydase zu- 


ginglhich (Schittenhelm). 











— 
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bindung Sauerstoff anzulagern, wie dies bei der Oxydation von 
Harnsiiure zu Uroxansiiure oder Allantoin§ erforderlich ist. ') 
Man darf vielleicht vermuten, dai die Xanthinoxydase ein ganz 
allgemein auf (zyklische?) Amidine abgestimmtes Oxy- 
dationsferment sei: eine experimentelle Prifung dieser Ver- 
mutung behalte ich mir vor. 

Es ist selbstverstiindlich, da die Nanthinoxydase nicht nur 
in den Organausziigen, sondern auch im intakten Siugetier- 
kOrper stets wirksam werden muh, sobald Purinbasen in die 
oxydasehaltigen Organe gelangen. ‘Tatsachlich fihrt, wie bekannt, 
Verfiitterung von Purinbasen und Nucleoproteiden (ge- 
niigende Resorption vorausgesetzt) bei Menschen und Saugetieren 
ausnahmslos zu einer Steigerung der Harnsiureausscheidung. ? } 
Nach den Resultaten der Organextraktversuche mul diese Steige- 
rung zweilellos auf die wahrscheinlich grobtenteils schon in der 
Leber stattfindende enzymatische Oxydation der aufge- 
nommenen Purinbasen bezogen werden. Auch aus den 
quantitativen Verhiltnissen ergibt sich ibrigens ganz eindeutig 
die Herkunft der mehrausgeschiedenen Harnsiiure aus den ein- 
verleibten Purinbasen. *) 

Dah der Siugetierkorper Purinbasen zu Harnsaure zu oxy- 
dieren vermag, ist also nicht, wie manchmal behauptet wird, 
eine Hypothese, sondern eine durch die Organextraktversuche 
und die Purinbasentiitterungsexperimente so sicher wie nur 

') Vel. Sundwick, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 343; Behrend, 
Liebigs Annalen, Bd. 333, 8.141; vel. insbesondere die Formeln auf S. 114. 

2) Dies wurde gezelgt: 

Fiir das Hypoxanthin von Minkowski, Archiv f. exp. Pathol. 
und Pharm., Bd. 41, 8. 403; Burian u. Schur, Pfliigers Arch., Bd. 80, 
S. 315: Kriiger und Schmid, Diese Zeitschrift. Bd. XXXIV, S. 549; 
Walker Hall, Purinbodies of foodstuffs, 49 (2. Aufl., S. 67); 

Fiir das Xanthin von Burian und Schur, Pfligers Archiv, 
pa. 87. S. 328: 

Fir das Guanin and das Adenin von Kriiger und Schmid, 
I. c., S. 563. 

Fir Nucleinsaéuren und Nucleoproteide von Horbaczewski, 
l. c., S. 233; O. Loewi, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 45, S. 160, 
und verschiedenen anderen. 


5) Vel. Burian u. Schur, Pfliigers Archiv. Bd. 94, S. 295—310. 
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irgend ein Ergebnis der Physiologie festgestellte Tatsache. 
Wenn neuerdings ein dem Gebiete ganzlich fernstehender Autor ') 
die zum Beweise dieser Tatsache beniitzten Mittel als «unzu- 
liinglich» ° bezeichnet und das Bestreben, die Purinbasen «mit 
der ihnen chemisch nahestehenden Harnsiiure in Beziehung zu 
setzen», als ein verfehltes hinstellt, so zeugt dies eben blof 
von volligem Mangel an Sachkenntnis. 

Anders steht es um die von verschiedenen: Seiten ange- 
nommene synthetische bildung von Harnsaure im Siiuge- 
tierorganismus. Nach den oben mitgeteilten Resultaten list 
sich in den Rinderleberausziigen eine synthetische Harn- 
siurebildunng neben der oxydativen auf keinerlei 
Weise beobachten. Sind in den digerierten Proben Purin- 
basen nicht oder nur in sehr kleiner Menge zugegen, so ist 
auch die Harnsiurebildung gleich Null oder doch fiuberst gering- 
fiigig: andererseits verléuft bei Purinbasenzusatz die Harnsaéure- 
bildung solcherart, dai fiir sie Geschwindigkeitsgleichungen 
gellen, in welchen blo{ Purinbasen als einzige Harn- 
siurequelle in Rechnung gesetzt sind. Die von Wiener als 
Ausgangsmaterialien fiir eine Harnsiiuresynthese betrachteten 
Stoffe: Tartronsaure und Dialursiiure, bewirken bei 
Abwesenheit von Purinbasen keine merkliche Harn- 
siurebildung in den Leberausziigen; bei Gegenwart von 
Purinbasen rufen sie allerdings die von Wiener beobachtete 
und auf eine Synthese bezogene Steigerung der Harnséure- 
produktion hervor; aber diese Erscheinung beruht nachweislich 
nur auf eimer durch den Zusatz der genannten Stoffe be- 
dingten beschleunigung der enzymatischen Purinbasen- 
oxydation. 

Hiermit fallt aber die einzige experimentelle Be- 
grindung, die fiir die Annahme einer partiellen synthetischen 
Kntstehung der Siiugetierharnsiiure bisher beigebracht worden 
ist. Denn die von Kossel und Steudel?) geauberte Vermutung, 
dab gewisse Pyrimidinderivate im Siugetierk6rper zum 
synthetischen Aufbaue von Harnsaure dienen konnten,  stiitzt 

'’ Cohnheim, Chemie der Eiweifkérper, 2. Aufl., 5. 212. 

?) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 58; Bd. XXXIX, S. 136. 
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sich bis jetzt blof darauf, dafi ein solcher Vorgang chemisch 
nicht undenkbar wiire. 
Daf wirklich nicht nur die aus den Purinbasen der 


Nahrung hervorgehende exogene, sondern auch die endogene 
Harnsdure des Menschen und der Siugetiere auf oxydativem 
Wege entsteht, und zwar hauptsiichlich aus dem Hypoxanthin 
des Muskels, das glaube ich in der nachfolgenden Mitteilung 
zeigen zu konnen. 





























Die Herkunft der endogenen Harnpurine bei Mensch 
Saugetier. 
Vorliufige Mitteilung. 
Von 


Richard Burian. 


Mit einer Kurvenzeichnung. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Januar 1905.) 


Die im nachstehenden kurz besprochenen, noch nicht 
vollig absehlieBenden Versuche sind bereits im Jahre 1900 
ausgefiihrt und neben anderen einschligigen Beobachtungen in 
meiner (ungedruckten) Habilitationssehrift niedergelegt. Thre 
eingehendere Beschreibung soll erst nach Veroffentlichung der 
dritten von mir gemeinsam mit H. Schur durchgefiihrten 
Untersuchung erfolgen. Zu einer vorliufigen Mitteilung in dem 
segenwirligen Zeitpunkte sehe ich mich nur dadurch veranlaBt, 
daB jetzt immer hiiufiger fiir die endogene Harnsiiure — auf 
Grund unzuliinglicher Versuche oder gar auf Grund blober 
Spekulation — eine nichtoxydative Entstehung angenommen wird. 





Die Frage nach der Herkunft der endogenen Harnpurine 
des Menschen und der Siiugetiere ist bisher noch nicht in 
befriedigender Weise beantwortet. Nacb der Hypothese von 
Horbaeczewski — in ihrer heute gebrauchlichen Fassung — 
stammen die Purinbasen, welche die endogene Harnsiiure liefern, 
aus den Nucleoproteiden abgestorbener Zellen insbeson- 
dere zugrunde gegangener Leukocyten, als der verganglichsten 
Zellen des menschlichen Korpers. Und in der Tat: wenn im 
Organismus durch Zellzerfallsprozesse Purinbasen in Freiheit 
gesetzt werden, so missen diese Purinbasen wohl zweifellos 
durch die im Korper weit verbreitete Xanthinoxydase in Harn- 
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siure umgewandelt werden, ganz ebenso wie die von auben 
eingefihrten Purinbasen. Keineswegs sicher oder auch nur 
wahrscheinlich ist es aber, dab die Zellzerfallsprozesse im 
menschlichen Kérper de norma umfangreich genug sind, um 
tiiglich die fiir die Bildung von 0,83—0,6 ¢ endogener Harn- 
siiure (= 0,1 —0,2 ¢ N) erforderlichen Purinbasenmengen liefern 
zu konnen. Diesbeziigliche Versuche, die ich in Gemeinschaft 
mit H. Schur ausgeftihrt habe, und die erst in unserer dritten 
Untersuchung mitgeteilt und daher hier nicht erortert werden 
sollen, ergaben, dali dies wahrseheinlich bei weitem nicht der 
Fall ist, sondern dai vermutlich nur ein sehr kleinet 
Teil der endogenen Harnsiure aus den Nucleoproteiden 
zerfallener Zellen, speziell abgestorbener Leukocyten 
hervorgeht. 

Wirklich haben mich denn auch weitere ixperimente, 
welche die Harnpurinausscheidung des Menschen bet Muskelruhe 
und Muskeltitigkeit betrafen, und ganz besonders Versuche tiber 
den Purinstotfwechsel des tiberlebenden Hundemuskels, zu det 
Uberzeugung gefiihrt, dab fiir die endogene Harnsiiure noch 
eine andere, weitaus ergiebigere Quelle existiert: dre Purin- 
basen (Hypoxanthin), die im Stoffwechsel des lebenden 
Muskels kontinuierlich gebildet werden. 


A. Das Verhalten der menschlichen Harnpurinaus- 
scheidung nach Muskelarbeit. 


Die 24stiindige endogene Harnpurinausscheidung des 
Menschen wird durch Muskelarbeit nicht erheblich verindert;!) 
trotzdem sprechen aber bereits vereinzelte in der Literatur 
verzeichnete Beobachtungen dafiir, dab die Muskeltiitigkeit auf 
die Harnsiureausfuhr doch nicht ohne EinfluB ist.2) Tatsiiehlich 

') Herter und Smith. New-York med. Journ. 1892, S. 617. - 
Sherman, Journ. of the Amer. Chem. Soc., Bd. 25, S. 1159. — Rock- 
wood, Amer. Journ. of Physiol., Bd. 12, 5. 38. 


2) Vel. insbesondere Sivén, Skandin. Arch., Bd. 11, S. 123, det 
in seiner bekannten Arbeit berichtet (S. 130—133 und 148), dafs die rein 


endogene Harnsiureausscheidung nachts stets geringer ist, als bei Tag 


— eine Erscheinung, die Sivén bereits vermuten lef, «dafs die Harn- 
sdurebildung im Zusammenhange mit der Muskelarbeit steht». 
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lassen die Stundenwerte der Harnpurinausscheidung einen 
solchen Einflu® sehr deutlich erkennen. Man fihrt die Experi- 
mente vorteilhaft am Hungernden aus, weil hier die st6rende 
EKinwirkung der Nahrungsaufnahme wegfillt und sich die stiind- 


liche Harnsiiure- und Purinbasenausscheidung deshalb — etwa 
von der 15, Hungerstunde ab — auf ein fast ganz konstantes 


Niveau einstellt (Hungerstandard der Harnpurinausfuhr.!) 
Labt man die Versuchsperson nun, nachdem dieser Zustand 
einige Zeit angedauert hat, wiéhrend einer Stunde intensive 
Muskelarbeit leisten, so erfolgt hiernach eine stundenlang 
anhaltende bedeutende Steigerung der sttindlichen 
Harnpurinwerte, die anfangs (in der Arbeitsstunde und 
eventuell auch in der ersten nachfolgenden Ruhestunde) haupt- 
siichlich die Purinbasen, nachher aber vorwiegend die Harn- 
siiure des Harnes betrifft. Das Harnsiituremaximum tritt meist 
in der zweiten Stunde nach Beendigung der Muskelarbeit ein. 
Allmiihlich sinkt dann die Harnpurinausscheidung wieder auf 
das Standardniveau ab, das sie gewOhnlich nach 4—5 Stunden 
neuerdings erreicht. Ja spiater scheint sie sogar noch unter 
jenes Niveau herabzugehen; hierauf deutet der Umstand, dab 
der Standardwert der Harnpurinausfuhr, wenn gleich zu 
Beginn des Hungerns eine starke Muskelanstrengung statt- 
hatte, stets kleiner (z. B. selbst nur halb so grob) ge- 
funden wird, als bei Hunger ohne vorausgegangene Muskel- 
anstrengung. Aus diesem Verhalten diirfte es sich wohl er- 
kliren, weshalb der Effekt der Muskeltitigkeit in den 24 stiin- 
digen Werten niemals mit voller Deutlichkeit zum Ausdruck 
kommt: die Steigerung wird eben durch eine nachtragliche 
Herabsetzung wieder mehr oder weniger vollstandig ausgeglichen. 

Kinige Beispiele fiir das Gesagte bringt Tabelle I. Zu _ dieser 
Tabelle ist folgendes zu bemerken. Die Versuchsperson war in allen 
vier Experimenten der Verfasser. An dem Tage, der dem eigent- 
lichen Experimente voranging, wurde in Versuch a und b Muskel- 
ruhe eingehalten, in Versuch c und d dagegen durch anstrengendes Turnen 
und mehrstiindige Radfahrt stark ermiidende Muskelarbeit verrichtet. 
An deimselben Tage wurde in jedem der vier Versuche um 2 Uhr nach- 


mittags zum letzten Male eine (purinfreie) Mahlzeit eingenommen. 


') Vel. auch Mares, Arch. slaves de biologie, Bd. 3, S. 207. 
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An dem nachfolgenden eigentlichen Versuchstage wurde bei 
allen. vier Experimenten die Zeit von 6—9 Uhr vormittags (17.—19. 
Hungerstunde) und von 10 Uhr vormittags bis 2 Uhr nachmittags (21.—24, 
Hungerstunde) itm Bett in ruhiger Rickenlage verbracht. Von 
% bis 10 Uhr vormittags, also in der 20. Hungerstunde, wurde Muskel- 
arbeit geleistet, die in ausgiebigen, Turniibungen bestand. 

Man ersieht aus der Tabelle, dafs der Harnpurin-N zwar wahrend 
der Arbeitsstunde selbst nicht selten verringert ist (Versuch a und b) — 
offenbar wegen der mit der Muskeltitigkeit regelmafig verbundenen Ab- 
nahme der Diurese; daf\ er aber sodann iiber das Standardniveau ansteigt, 
um in der ersten oder zweiten Stunde nach der Arbeitsleistung sein 
Maximum zuerreichen. Ganz ihnlich verhalt sich auch der Harnsaure-N. 
Dagegen lift die Basenausscheidung schon in der Arbeitsstunde selbst 
trotz der Herabsetzung der Diurese eine Vermehrung erkennen; ihr 
Maximum tritt friiher ein und liegt relativ hdher, als das der Harn- 
siiureausfuhr: der Maximalwert betriigt z. B. in Versuch b fiir die Harn- 
siiure das 1,6fache, fiir die Basen das 2,8fache des Standardwertes. Da 
das anfiingliche Absinken des Harnpurin-N, wenn es iiberhaupt zustande 
kommt, nur geringfiigig, das darauffolzende Anwachsen desselben aber 
recht betriichtlich ist, so resultiert in den vier Versuchen der Tabelle, in 
denen die Harnpurinausfuhr immer nur bis zum Wiedererreichen des 
Standardniveaus verfolgt wurde, in Summa eine durch die Muskelarbeit 
bewirkte absolute Zunahme des Harnpurin-N um 22—39 mg. 

In den Versuchen c und d, welche einige (ca. 14) Stunden nach 
intensivster Muskelanstrengung bei sehr deutlich ausgesprochener Er- 
miudung begonnen wurde, liegt der Tungerstandard der Harnpurin- resp. 
der Harnsiiureausscheidung wesentlich niedriger, als in den Vergleichs- 
versuchen a und b (7—8 mg statt 14—15 mg Harnpurin-N pro Stunde). 
Ks war hier also auf die anfangs sicher vorhandene und wahrscheinlich 
sehr erhebliche Steigerung ein tiefes Absinken der Harnpurinausfuhr 
vefolgt. Die Versuche setzten offenbar gerade in diesem Stadium ein. *) 

Die beschriebenen Verhiiltnisse prigen sich auch in den Harn- 
purin-N-Kurven der vier Versuche ganz deutlich aus: 


') Das sehr charakteristische Verhalten des Gesamt-N in den obigen 
vier Kxperimenten, sowie andere &dhnliche Versuche sollen erst in 
der ausfuhrlichen Mitteilung besprochen werden. 
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B. Versuche an tiberlebenden Hundemuskeln. 


Die mitgeteilten Ergebnisse machen einen Zusammenhang 
zwischen Muskelstoffwechsel und Purinkérperbildung allerdings 
wahrscheinlich,!) sie geniigen jedoch nicht, um denselben mit 
Bestimmtheit darzutun. Das Bestehen eines solchen Zusam- 
menhanges scheint mir nun aber durch die Kesultate von 
DurchstrOmungsversuchen, die ich an tiberlebenden Hunde- 
muskeln ausgefiihrt habe, ganz sicher bewiesen zu_ sein. 


') Betrife die durch die Muskeltiitigkeit bewirkte Steigerung der 
stiindlichen Harnpurinwerte die Harnsiiure und die Purinbasen gleich- 
miéfsig, so liefie sich diese Steigerung vielleicht auf eine beschleunigte 
Ausscheidung bereits gebildeter Harnpurine beziehen; betriife sie relatiy 
am stirksten die Harnsiure. so kénnte man an eine verminderte 
Zerstérung der letzteren denken. Die Tatsache aber, dafs durch die 
Muskelarbeit anfangs gerade die Basen werte verhaltnismifig am meisten 
vergrofert werden, lift sich weder durch beschleunigte Harnpurinaus- 
scheidung, noch durch verringerte Harnsiiurezersetzung erkliren: ste 
spricht entschieden dafiir, daf’ es sich um eine vermehrte Bildung von 


Purinstoffen unter voriibergehender Verschiebung des gegenseitigen Ver- 


hiiltnisses der beiden Komponenten handelt. 




































938 Richard Burian, 


Die Technik dieser Versuche kann erst in der eingehenden Mit- 
teilung detailliert beschrieben werden. Es sei nur hervorgehoben, daf ich 
zwar nicht mit einer pulsierenden Triebkraft («kiinstliches Herz»), aber 
mit einem rhythmisch intermittierenden Blutstrom arbeitete: der 
das Blutreservoir mit der Aortenkaniile verbindende diinnwandige Gummi- 
schlauch war durch einen Elektromagneten zugepreft und wurde nur ein- 
mal in der Sekunde fiir kurze Zeit gedffnet, so dafS§ das Blut durch ihn 
einige Augenblicke lang unter dem im Reservoir herrschenden Druck 
abflofS. Diese Einrichtung genigte vollauf, um den sonst eintretenden 
allmahlichen Abfall der Durchblutungsgeschwindigkeit hintanzuhalten, 
also den von v. Frey*) beschriebenen giinstigen Effekt des <kiinstlichen 
Herzens» zu bewirken. Durch blofhe Variation der Zeitdauer, wah- 
rend welcher der das Blut zufithrende Gummischlauch ge- 
Offnet blieb, gelang es ferner, bei unverindertem Durchstr6mungsdruck 
die Geschwindigkeit des Blutstromes wihrend Muskelruhe und Muskel- 
reizung gleich grof§ zu machen.?) Jeder Blutverlust) bet der Durch- 
leitung wurde aufs peinlichste vermieden, wobet insbesondere die von 
v. Frey®) angegebenen Mafinahmen vortreffliche Dienste leisteten. 

Zu den Versuchen diente jedesmal der vom Vorderleibe abge- 
trennte und von den Eingeweiden befreite Hinterleib eines durch Ver- 
bluten get6teten kleinen Hundes (von 6—8 ke Gewicht). Als Durch- 
leitungsfliissigkeit wurde stets das mit Ringerscher Lésung auf das 
4—)fache Volumen verdiinnte defibrinierte Blut eines sehr grofven Hundes 
(20. 40 ke Gewicht) verwendet. Durch die Verdiinnung erhilt man 
leicht eine hinreichende” Fliissigkeitsmenge, um auch bet blof§ ein- 
maliger Passage des Blutes dureh die Hinterbeine das Experiment 
liber eine geniigend lange Zeit erstrecken zu kénnen; eine mehrmalige 
Passage des bereits zur Durchleitung benitzten und sodann wieder 
arterialisierten Blutes erwies sich niimlich fiir meine Zwecke deshalb 
als unvorteilhaft, weil die Harnséiure, die, wie wir sofort sehen werden, 
von den Muskeln an das Blut abgegeben wird, bei neuerlichem Durch- 
tritt durch die Muskeln wieder einer partiellen Zerst6rung unterliegt. 4) 
Uberdies ist das verdiinnte Blut eine ausgezeichnete Durchstrémungs- 
fliissigkeit, welche die Muskeln viele Stunden hindurch sehr gut reizbar 
erhalt. ° 

') Archiv f. (Anat. u.) Physiol., 1885, 5. 538. 

*) Ber kontinuierlicher DurchstrOmung unter gleichbleibendem 
Drucke fliefMt bekanntlich durch die arbeitenden Muskeln mehr Blut als 
durch die ruhenden. 

iL «. 5... 

*) Vgl. auch Wiener, Arch. f. exp, Path. u. Pharmak., Bd. 42, 5. 388. 

5) Ringersche Lésung allein, die beim Herzmuskel nicht nur 
des Frosches, sondern auch der Siiugetiere bekanntlich giinstige Resultate 


gibt, ist, wie ich mich uberzeugte, unfihig, die Skelettmuskeln des Hundes 
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Die wichtigsten Resultate der DurchstrOmungsexperimente 
waren folgende: 

1. Die vor dem Versuche stets vollstiindig harn- 
siurefreie Durchleitungsflissigkeit enthalt nach dem 
HindurechstrOmen duech die ruhenden Muskeln= aus- 
nahmslos etwas Harnsiiure, die sich durch Kristallform und 
Murexidreaktion in unzweifelhaftester Weise identifizieren laiBt. 
Der geringe (durch das Leukoeytennuclein verursachte) Purin- 
basengehalt des Blutes erfiihrt dabei keine merkliche VergroBerung. 

Im intakten Hundekérper wird das Blut durch die Nieren und 
insbesondere durch das Haupt-Harnsiiurezerst6rungsorgan, die Leber, 
fortwaihrend von der aufgenommenen Harnsiiure befreit ein Vorgang, 
der bei den DurchstrOmungsversuchen  natirlich wegfallt. Ber den 
letzteren herrschen in dieser Hinsicht dlnliche Verhiéiltnisse, wie ber den 
von mir und Schur in unserer zweiten Untersuchung ') mitgeteilten 


Experimenten, in welchen — durch Unterbindung der Aorta knapp unter- 
halb des Zwerchfelles, aber noch oberhalb des Tripus Hallert — Leber 


und Nieren gleichzeitig aus dem Kreislauf von Hunden ausgeschaltet 
wurden. Die kleinen Harnsiiuremengen, welche bei diesen Versuchen 
bereits zwei Stunden nach der Operation im Blute nachweisbar waren, 
stammten offenbar gleichfalls ganz vorwiegend aus den Muskeln. 

2, Werden die Muskeln wihrend eines Teiles der 
DurchstrOmungsdauer bis zur Erschopfung mit  In- 
duktionsstrOémen gereizt,?) so nimmt das Blut wahrend 
dieser «Arbeitsperiode» mehr Purinstoffe auf, als in der 
vorhergehenden «Ruheperiode», und zwar handelt es sich hierbei 
in erster Linke um Purinbasen. In den auf die Arbeitsperiode 
folgenden Stunden erleidet die PurinkOrperabgabe seitens des 
Muskels zuniichst noch eine weitere Steigerung, die aber nunmehr 
fast ausschlieblich die Harnsiure betrifft. 





erregbar zu erhalten; die letzteren sterben bei Durchspiilung mit 
Ringerscher Lésung sehr rasch ab. Ebenso erwies sich Ringersche 
Losung, die mit reinstem Oxvhiaimoglobin (aus Hundeblut) versetzt 
war, als nicht brauchbar. 

') Pfligers Archiv, Bd. 87, 5. 306—318. 

*) Die (durch ein langsam gehendes Metronom intermittierend ge- 
staltete) Reizung dauerte 1—3 Stunden und erfolgte meist vom Riucken- 
marke aus mittels der v. Freyschen Drahtelektroden. Sollten die Muskeln 
nur eines Beines gereizt werden, so wurden nadelférmige Elektroden 


unter die Haut des betreffenden Beines eingefihrt. 
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Ich halte dies Ergebnis fiir sichergestellt, obzwar die absoluten 
Betrige der Zuwiichse naturgemifs keine grofen sind. Zwei Beispiele 
sind in Tabelle IL verzeichnet, einige weitere Belege werden in de 


ausfiihrlichen Mitteilung gegeben werden. 


-Tabelle Ul. 
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Die Strémungsgeschwindigkeit wurde in diesen Versuchen derart 
reguliert, daf’ wiihrend jeder Periode gerade 1000 cem Blut (in ein- 
maliger Passage) durch die Muskeln hindurehflossen; die gesamte 
Blutmenge, die in jeder einzelnen Periode durch das Priparat gegangen 
war, wurde sodann zur Analyse verwendet. — Dafs das Blut schon vor 
der DurchstrOmung einen geringfigigen Purinbasengehalt aufweist, erklart 
sich aus der Anwendung einer chemischen Methode, bei welcher die im 
Leukocytennuclein enthaltenen gebundenen Purinbasen mitbestimmt 
wurden. 


') Berechnet als Summe von Harnsiiure-N + Purinbasen-N, 


2) Reizung beider Beine vom Riickenmarke aus. 

) Ich bediente mich folgender Methode: Das Blut wurde koaguliert, 
im Filtrate die Harnsiiure bestimmt und in der Mutterlauge der letzteren 
die Purinbasenfiillung erzeugt. Das Koagulum wurde mit verdiinnter 
Schwefelsiure zerkocht und die resultierende Fliissigkeit gleichfalls auf 
Purinbasen verarbeitet (vgl. Burian u. Walker Hall, Diese Zeitschrift, 
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Die durch die Muskelarbeit im Purinkérpergehalte des Durch- 
leitungsblutes bewirkte Zunahme ist relativ sehr betriachtlich; dagegen 
sind die absoluten Werte freilich nur klein. Immerhin liegen die 
Differenzen aber zweifellos auferhalb der Fehlergrenzen: so z. B., wenn 
sich in Versuch 6 ergibt, daf§i das vor der DurchstrOmung voll- 
kommen harnsiurefreie Blut in der ersten Ruheperiode 
4,8 mg, in der zweiten, der Arbeitsperiode folgenden Ruhe- 
periode aber 17,1 mg Harnsiure aufgenommen hat! Es kommt 
noch dazu, dafi die Ausschliige in allen meinen diesbeziiglichen Experi- 
menten in derselben Richtung lagen, und dafi die Resultate eine hoéchst 
bemerkenswerte Analogie mit dem Verhalten der Harnpurinausscheidung 
des Menschen nach Muskelarbeit erkennen lassen: auch dort betrifft ja 
die Vermehrung anfangs vorwiegend die Basen und erst nachher haupt- 
sichlich die Harnsiiure. 

3. Wihrend der Arbeit wichst tiberdies auch der 
Purinbasen-(Hypoxanthin-)Gehalt des tiberlebenden 
Muskels selbst. 

Bei Durchstr6mung unter andauernder Ruhe nimmt der Xanthin- 
basengehalt des Hundemuskels (urspriinglich ca. 0,06°. Purinbasen-N) ') 
zuniichst ab; er sinkt aber nicht auf Null, sondern scheint sich blof 
dauernd auf ein niedrigeres Niveau (ca. 0,04°/o Purinbasen-N) einzu- 
stellen, gleichviel ob die Durchblutung 2, 3, 4 oder 6 Stunden wihrt. ks 
beruht dies, wie in der ausfiihrlichen Publikation gezeigt werden soll, 
nicht auf einer Ausschwemmung des Hypoxanthins, sondern auf einer 
Abnahme der (kontinuierlichen) Hypoxanthinbildung, die wahrscheinlich 
mit der Herabsetzung aller Stoffwechselvorgiinge im durchstrémten Muskel 
zusammenhangt.?) Wird der tiberlebende Muskel nun bis zur 


Bd. XXXVI, Schlu&bemerkung auf S. 395). Diese Methode wurde 
deshalb angewendet, weil schon beim blofKen Aufkochen des Blutes (be- 
hufs Koagulation) ein Teil des Leukocytennucleins unter Purinbasen- 
abspaltung zersetzt wird, die Grife dieses Teiles aber unregelmiifig ist, 
wodurch Schwankungen in der Purinbasenaufnahme seitens des Durch- 
leitungsblutes fiilschlich vorgetiuscht oder aber verdeckt werden kénnten. 
Ks erschien deshalb zweckmifiig, immer nur den Gesamtgehalt des 


Blutes an Purinbasen — freien und gebundenen — zu _beriick- 
sichtigen. — Niheres tiber die angewandte Methode wird die ausfiihr- 


liche Mitteilung enthalten. 
') Vgl. auch Burian u. Schur, Pfliigers Archiv, Bd. 80, S. 309, 
und Burian u. Walker Hall, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 392. 
*) Vel. v. Frey, lc. S. 544—45, der die erhebliche Herabsetzung 
des Stoff- (insbes. Gas-)Wechsels im durchstrémten Muskel auf den durch 
die Rickenmarksdurchtrennung verschuldeten Wegfall «derjenigen nervdsen 
Impulse, welche der Warmeregulation dienen», zuriickfiihrt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f,, physiol. Chemie, XLIIL. 36 
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Erschépfung gereizt, so steigt sein Purinbasengehalt wiede) 
bis auf das urspriingliche Niveau oder selbst noch hoher an. 
Diese neuerliche Zunahme der Hypoxanthinbildung ist offenbar eine Teil- 
erscheinung der Steigerung aller Stoffwechselvorgainge im gereizten Muskel. 


Kinige Belege hierfiir sind angefiihrt in 


Tabelle UI. 
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Jurch- 
strOmungs- ) ) der nicht | der der teta- 
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f 2» I > 0.056 0.044 0.053 











Zim Verstiindnis dieser Tabelle sei erwiihnt, daft zur Feststellung 
des Purinbasengehaltes der nicht durchstr6mten Muskeln das lebenswarm 
entnommene Fleisch der Vorderbeine diente, wihrend die Hinterbeine 
zur Durchblutung verwendet wurden. Die erste Hailfte der DurchstrOmungs- 
dauer hindurch blieben beide Hinterbeine in Ruhe, in der zweiten Ver- 
suchshilfte wurde eines der beiden Beine in der friiher angegebenen 
Weise zur Tiitigkeit veranlafit. Die chemische Untersuchungsmethode 
siehe ber Burian und Walker Hall. '*) 

Ob der Hypoxanthingehalt der Muskeln auch im lebenden Tiere 
durch Muskelarbeit eine Erhéhung erfihrt, habe ich bisher nicht gepriift, 
weil mir derartige Versuche, bei denen man entweder den Vergleich an 
verschiedenen Individuen ausfiihren, oder aber bei ein und demselben 
Tiere, um ein Vergleichsobjekt zu haben, eine Extremitiét liihmen 
miufte, weniger eindeutige Ergebnisse zu versprechen scheinen. 

lm Anschlusse an die im vorstehenden aufgezihlten drei 
Ergebnisse der DurchstrOmungsversuche miissen noch zwei weitere 
Tatsachen Erwahnung finden, nimlich: 

1. dafi Hundemuskelextrakt, wovon ich mich mehrfach 
iiberzeugt habe, gleich den Ausztigen aus Rinderleber oder Milz, 
zugesetzte Purinbasen in Harnsiiure umzuwandeln vermag, dab 


') 1c, S. 359—361. 





- £6) 


Die Herkunft der endogenen Harnpurine bei Mensch u. Siiugetier. O40 


der Muskel also ebenfalls die spezifische Xanthin- 
oxydase enthalt;!) 

2. dali dem Muskel daneben aber auch noch die Fiihigkeit 
zukommt, Harnsiure zu zerstoren.?) 


C. Die Beteiligung der Muskeln am Purinstotftfwechsel. 


Auf Grund der kurz mitgeteilten Resultate bilde ich mir 
foleende Vorstellung von der Beteiligung der Muskeln am Purin- 
stoffwechsel. 

Im Ruhezustand gibt der Muskel fortwiahrend auf 
Kosten desin ihmangesammel!ten Hypoxanthins’) Harn- 
siure an das Blut ab. Die Oxydation des Hypoxanthins zu 
Harnsiiure wird durch die im Muskel enthaltene Nanthinoxydase 
besorgt. Die letztere muB jedoch offenbar derartig lokalisiert 
sein, dab das Hypoxanthin erst unmittelbar vor dem Austritt 
aus der Faser in Harnsiiure umgewandelt werden kann: denn 
im Muskel selbst findet man bekanntlich memals Harnsiure, 
sondern stets nur Purinbasen.*) Ein Teil der durch die Oxydase 
erzeugten Harnsiiture wird vermutlich gleich wieder durch dis 
Zersetzungsferment weiter zerstort. Da der Hypoxanthingehalt 
des Muskels trotz der kontinuierlichen Harnsiiureabgabe im 
groben ganzen unverindert bleibt, so mufi der Muskel not- 
wendigerweise auch schon in der Ruhe ununterbrochen 
Hypoxanthin neubilden. 


‘) Vel. auch Schittenhelm, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 5S. 236. 
— Aus dem Muskel 1aBt sich die Oxydase nicht, wie aus der 
Leber, schon in der Kalte, sondern nur bei Kérpertemperatur 
gut wirksam extrahieren. 

2) Dies laft sich sowohl fir iberlebenden (durchstrémten) 
Muskel, wie auch fiir Muskelauszug nachweisen. — Vgl. auch Wiener, 
. ¢., 3, 366. 

‘) In der nachfolgenden Darstellung sind der Kiirze halber die ge- 
samten Purinbasen des Muskels schlechtweg als Hypoxanthin 
bezeichnet. 

*) Die spezifische Lokalisation der Xanthinoxydase im Muskel ist 
ein hiibsches Beispiel fiir das, was Hofmeister als «chemische Or- 


ganisation> bezeichnet. 
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Wihrend der Arbeit ist diese Hypoxanthinbildung 
noch gesteigert. Gleichzeitig wachst auch der Purin- 
kOorperaustritt aus dem Muskel: doch verlabt hierbei das 
Hypoxanthin den Muskel grobtenteils unverandert — wahrschein- 
lich deshalb, weil die Wifksamkeit der Xanthinoxydase durch 
lokalen Sauerstoffmangel beeintrachtigt ist.1) Trotz ihrer Ver- 
groberung vermag indessen die Hypoxanthinabgabe wahrend 
der Muskeltiitigkeit der gesteigerten Hypoxanthinbildung nicht 
nachzukommen, so dafi der Hypoxanthingehalt des Muskels 
zunimmt. Die Purinkdrperabgabe seitens des Muskels_ bleibt 
deshalb auch in den der Arbeit folgenden Ruhestunden noch 
eine Zeitlang erhdht, es tritt jetzt aber wieder hauptsiichlich 
Harnsiure aus dem Muskel aus, weil die Oxydase nunmehr 
wieder zu voller Wirkung kommt. 


Nach der hier entwickelten Ansicht nimmt der Muskel be- 
ziuglich der Harnsiurebildung eine Sonderstellung im Organismus 
ein. Durch seinen Gehalt an Xanthinoxydase unterscheidet er 
sich allerdings nicht wesentlich von diversen anderen Siugetier- 
organen. Wiihrend aber in den letzteren die Oxydase nur dann 
in Aktion zu treten scheint, wenn aus der Nahrung oder aus 
zerfallenen Zellkernen Purinbasen in die betreffenden Organe 
gelangen, liefert der Muskel seiner Oxydase ununter- 
brochen Hypoxanthin zur Uberfithrung in Harnsiiure.?) 

In quantitativer Hinsicht ist der Anteil des Muskelstoffwechsels 
an der Bildung der endogenen Harnpurine des Menschen und der 
Siiugetiere wahrscheinlich ein recht erheblicher: dies ergibt 
sich z. B. aus dem Umstande, dab die (stiindliche) endogene Harn- 
purinausscheidung des Menschen im Zustande intensiver Muskel- 
ermiidung, d. h. vermutlich bei verminderter Hypoxanthin- 

') Fiir das Bestehen eines Sauerstoffmangels im lebhaft arbeitenden 
Muskel sprechen auch die Angaben von Araki, Diese Zeitschrift, Bd. XV, 
S. 367, und von Lowy, Pfliigers Archiv, Bd. 49, 5. 408. 

*) Dafi auch noch in anderen (z. B. driisigen) Organen eine Ahn- 
liche kontinuierliche Purinbasenbildung vor sich gehen kOnnte wie im 
Muskel, ist zwar nicht von vornherein ausgeschlossen, doch haben mir 
vielfache darauf gerichtete Versuche bisher keinen Anhalts- 
punkt dafiir gegeben 


Die Herkunft der endogenen Harnpurine bei Mensch u. Saugetier. D45 
bildung im Muskel, manechmal bis auf die Hilfte reduziert 
ist (vgl. Tab. I, Versuch c und d). Offenbar geht eben von den 
endogenen Harnpurinen nur ein recht kleiner Teil aus den 
Nucleoproteiden abgestorbener Zellen, dagegen ein sehr grober 
Teil aus dem Muskelstoffwechsel hervor. Diese Provenienz erklirt 
uns auch sehr gut das Verhalten der 2%stiindigen endogenen 
Harnpurinausfuhr des Menschen: dai sie némlich fiir ein und 
dasselbe Individuum auch bei starkem Wechsel der Nahrung 
konstant ist, wofern die Lebensweise im iibrigen nur einiger- 
maven gleichformig bleibt: dafi sie dagegen bei verschiedenen 


Individuen — und ganz besonders bei solchen von differenter 
KOrperbeschaffenheit (Muskelmasse!) — oft sehr betriicht- 


lich varnert. 

Die Konstanz der individuellen endogenen Harnpurin-(Harn- 
siiure-)Werte (auch bei monatelang fortgesetzten Versuchen) ist bereits 
von einer gréferen Anzahl von Nachpriifern, neuerdings insbesondere von 
Rockwood in einer eingehenden Untersuchung, ') vollinhaltlich bestitigt 
worden, sodafs die Diskussion tber diesen Punkt jetzt wohl als endgiiltig 
abgeschlossen werden darf. 


Fiir die kontinuierliche Hypoxanthinbildung im Muskel gibt 
es ein vollkommenes Analogon: die dauernde Produktion von 
Kreatin im Muskel, deren Ausmaf gleichfalls mit dem Tiitig- 
keitsgrade variiert.2) Ebenso, wie bei den Harnpurinen, lift sich 
auch beim Harnkreatinin der Siugetiere und des Menschen 
ein aus dem Kreatin des genossenen Fleisches hervorgehender 
exogener und ein aus dem Stoffwechsel der K6rpermuskulatur 
stammender endogener Anteil unterscheiden, welch letzterer 
bei fleischfreier Kost unmittelbar zur Beobachtung gelangt. 3) 


1) Amer. Journ. of Physiol., Bd. 12, S. 38. 

2) Bei der Muskelarbeit wichst erstens der Gehalt des Muskels 
an Kreatin (Kreatin hier = Summe von Kreatin —+- Kreatinin) und 
zweitens auch die Ausscheidung des Kreatinins im Harne (Szel- 
kow, Zentralbl. f. d. med. Wissensch. 1866. und insbes. Monari, Arch 
ital. de biologie, Bd. 23, S. 1. — Gregor, Diese Zeitschrift, Bd. XXX], 
S. 98). Eigene diesbeziigliche Erfahrungen werde ich spater 
verOffentlichen. 

°) Macleod, Journ. of Physiology, Bd. 26. Proc. of the phys. Sec. VI, 
sowie eigene noch unpublizierte Beobachtungen 








~ ere : ; 
O40 R. Burian, Die Herkunft der endogenen Harnpurine ete. 


Nur liegen beim Kreatinin, weil es im Organismus nicht weiter 
zersetzt wird, die quantitativen Verhiltnisse noch einfacher als 
be: den Harnpurinen; so deckt sich z. B. das exogene Harn- 
kreatinin quantitativ mit dem Nahrungskreatin. 

Wie der Bildungsthodus des Kreatins ist auch die Ent- 
stehungsweise des Hypoxanthins im Muskel noch dunkel; nur 
soviel darf wohl als sicher gelten, dali dabei Nucleine resp. 
Nucleoproteide keine Rolle spielen. Nach meiner Auf- 
fassung, die ich erst in der ausfiihrlichen Mitteilung begriinden 
werde, entstammen das Hypoxanthin und das Kreatin des Muskels 
ein und demselben Grundprozesse. 


Uber Kohlehydratverbrennung. 
(Ill. Mitteilung.) 


Von 
Otto Cohnheim. 


Aus dem physiologischen Institut zu Heidelberg, 


(Der Redaktion zugegangen am 16, Januar 1905 


Ich hatte die Absicht, demniichst eine ausfiihrlichere Mit- 
teilung tiber weitere Resultate meiner Glykolyseuntersuchungen 
zu schreiben. Die soeben erschienene Arbeit von Claus und 
Embden!) veranlaft mich, ein einzelnes Resultat zu verdlfent- 
lichen. Die Autoren haben meine Versuche nachgepriift) und 
nicht oder nur mit groBben Unregelmiibigkeiten bestatigen kOnnen. 
Die einzige Abweichung von meiner Methode besteht nach ihnen 
darin, dai sie ihre LOsungen durch Verdiinnen mit physiolo- 
gischer Kochsalzlésung auf gleiches Volumen brachten. 

Nun ist aber physiologische KochsalzlOsung kein indifferenter 
Zusatz, wotiir folgendes Protokoll vom 24. November als Be- 
weis diene: 

Katzenmuskeln wurden in der friiher beschriebenen Weise 
gefroren, zerkleinert und ausgeprebt, 150 cem Prebsaft mit 
ea. 18 ecem einer 20°/oigen Dextroselésung versetzt. Zum Ver- 
suche dienten je 39 cem der Mischung und 0,5 g Pankreas: 

1. sofort koaguliert: 874 mg Zucker, 

2. ohne Zusatz: 760 meg Zucker, 

3. mit Zusatz von 200 cem Wasser: 747 mg Zucker, 
mit Zusatz von 200 ccm CINa-Lésung von 0,9°/o: 
856 mg Zucker. 

Zusatz von Wasser ist also indifferent, der von physio- 


a nd 


logischer Chlornatriumlosung hebt die Fermentwirkung auf. 
Den Grund fiir die Erscheinung vermag ich nicht anzu- 
geben, die Tatsache aber habe ich oft bestaétigen kOnnen. Die 
SchluBfolgerungen der Herren Claus und Embden sind also 
hinfallig. 
') R. Claus u. G. Embden, Hofmeisters Beitrage, Nr. 6,5. 214, 
1905 
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